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ALENCAR, LL. A suplementacdo de pacientes com diabetes mellitus tipo 2 com
castanha-do-brasil pode alterar o estado nutricional relativo ao selénio, o grau de
inflamacéo e a microbiota intestinal? 2019. 131f Tese (Doutorado) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo. Sdo Paulo, 2019.

O diabetes mellitus tipo 2 esta intimamente ligado a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, as quais aumentam os produtos de glicacdo avancada e
consequentemente a inflamacdo e o desenvolvimento das complicagfes associadas a
doenca. Nesse contexto, destaca-se o0 papel do microbioma intestinal, visto que esta pode
ser capaz de modificar fatores ligados ao sistema imune e sua modulacdo pode ser uma
boa alternativa para melhora do quadro inflamatério e complicagbes da doenca. A
castanha-do-brasil, fonte de selénio, além de outros nutrientes, poderia atuar no sistema
de defesa antioxidante e anti-inflamatério, além de influenciar a microbiota intestinal,
resultando beneficios aos pacientes. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar
estes efeitos da suplementacéo de individuos com diabetes mellitus tipo 2, com uma néz
de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) por dia, durante 60 dias. Para tanto,
foi delineado um ensaio clinico, longitudinal, com 29 pacientes voluntarios com diabetes
mellitus tipo 2, atendidos no Ambulatério de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os patrticipantes foram avaliados
antes e apos a intervencdo, e realizaram uma coleta de fezes (caracterizacdo da
microbiota intestinal e concentracdo de selénio) e uma coleta de sangue (andlises de
status de selénio, marcadores inflamatorios, glicémicos e lipidicos, e da permeabilidade
intestinal), a avaliagdo da ingestdo alimentar foi por meio de Registro Alimentar de 3
dias Inicialmente, determinou-se a composicéo centesimal e a concentragdo de selénio
da castanha-do-brasil utilizada. A andlise bioinformatica foi conduzida usando o
Quantitative Insight into Microbial Ecology (QIIME, verséo 1.9.0). A andlise estatistica foi
realizada com os softwares Statistical Package for the Social Sciences, versao 23.0, e R
versao 1.1.463. A concentracdo de selénio na castanha in natura foi de 79,8ug/g. A
idade média dos participantes foi 54,9+3,6 anos. A ingestdo de castanha-do-brasil foi
capaz de melhorar significativamente os parametros: concentracfes de selénio no
plasma (A 95,82, p<0,001), nos eritrécitos (A 163,16, p<0,001) e nas fezes (A 166,31
p<0,001), assim como na selenoproteina P (A 5,36 p<0,026) e atividade da enzima
glutationa peroxidase (A 30,61 p<0,040) e reducdo da hemoglobina glicada (A -0,8,
p=0,001). No entanto, ndo houve alteracdo do perfil lipidico, inflamatorio, ingestéo
alimentar e marcadores antropométricos. Apesar de nao verificarmos mudanca na
composicdo global da microbiota intestinal, a diversidade interpessoal (B diversidade)
variou conforme a concentracdo de selenoproteina P (p=0,03) e porcentagem de
hemoglobina glicada (p=0,04). A suplementacdo com castanha-do-brasil melhorou o
perfil glicémico e o status de selénio. Apesar de ndo ser observada influéncia na
composicao global da microbiota, a segregacédo observada indica certa resisténcia da
microbiota frente a intervengédo com a castanha.

Palavras-chave: castanha-do-brasil, selénio, microbiota, diabetes mellitus tipo 2,
inflamacéao.



ALENCAR, LL. Can supplementation of patients with type 2 diabetes mellitus with brazil nuts
affect the nutritional status of selenium, the degree of inflammation and the intestinal
microbiota? 2019. 131f Thesis (PhD) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o
Paulo. Sdo Paulo, 2019.

Type 2 diabetes mellitus is closely linked to the formation of reactive oxygen species, such
as those that increase advanced glycation products (AGES) and, consequently, inflammation
and the development of complications associated with this disease. In this context, the study
of the intestinal microbiome is of extreme importance, since it may be able to alter the factors
related to the immune system and its modulation may be a good alternative for the
improvement of the clinical and inflammatory status. Brazil nut is rich in selenium, in addition
to other nutrients, which could act in the anti-inflammatory and antioxidant defense system
and influence intestinal microbiota composition. Therefore, this study had the objective of
determining the supplementation with type 2 diabetes mellitus. This longitudinal clinical trial
was designed with 29 patients with type 2 diabetes mellitus, attended at the Endocrinology
Outpatient Clinic of the Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina of the University of
Sdo Paulo. The intervention with Brazil nuts lasted 60 days and the participants were
evaluated before and after by a collection of feces (intestinal microbiota characterization and
selenium concentration) and blood collection (analyzes of selenium status, inflammatory
markers, glycemic and lipid levels, and intestinal permeability), and dietary intake by means
of a 3-day Food Registry. Initially, the centesimal composition and the selenium
concentration of the nut were determined used. Bioinformatic analysis was conducted using
the Quantitative Insight into Microbial Ecology (QIIME, version 1.9.0). Statistical analysis was
performed with the software Statistical Package for the Social Sciences, version 23.0, and R
version 1.1.463. The concentration of selenium in the nut in natura was 79.8 ug / g. The
mean age of the participants was 54.9 + 3.6 years, the mean time of diagnosis of the disease
was 11.7 £ 6.9 years. The Brazil nut intake was able to significantly improve the parameters:
plasma selenium concentrations (A 95,82, p<0,001), nem da circunferéncia da cintura (A-
1 p=0,217) and GPX (A30.61 p <0.040) and reduction in HbA1c (A -0.8, p = 0.001).
However, there were no changes in the lipid profile, inflammation, food intake and
anthropometric markers. Although we did not verify a change in the global composition of the
intestinal microbiota, the interpersonal diversity (B diversity) varied according to the
concentration of SELENOP (p = 0.03) and HbAlc percentage (p = 0.04). We conclude that
brazil nut supplementation improved the glycemic profile and the status of selenium.
Although no influence was observed on the overall composition of the microbiota, the
observed segregation indicates some resistance of the microbiota to the intervention with the

chestnut
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1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica caracterizada por
hiperglicemia e insuficiéncia da secrecéo e a¢do da insulina enddgena. Considerada
mundialmente como a doenca endocrina mais prevalente e um problema de saude
publica, com aumento significativo do nimero de casos nos ultimos anos, e uma
tendéncia de permanecer em expansédo. Estima que -se em 28 anos haja o aumento
de 48% dos casos de DM (ZHAO et al., 2015; IDF, 2017; QIN et al., 2012).

A progressdo da doenca esta diretamente associada com o aumento da
producgéo de radicais livres, levando ao estresse oxidativo, associado ao sistema de
defesa antioxidante insuficiente. O desenvolvimento das complicacfes do diabetes
em relacdo ao tempo da doenca, esta relacionado com a ativacdo de fatores de
transcricdo, producdo intracelular dos precursores dos produtos de glicacédo
avancada (AGE) e ativacdo da proteina quinase C (PKC) (REHMAN et al., 2017).

A ligacdo dos AGE com seus receptores, inativam as enzimas e modificam
suas estruturas e funcdes, além de aumentar a producdo de espécies reativas. O
aumento intracelular de AGE, assim como citocinas inflamatorias, estimulam o fator
de transcricdo NF-kB (fator nuclear kappa B), aumentando a transcricdo de 6xido
nitrico, o qual parece ser um mediador do dano da célula beta pancreéatica (TOBON-
VELASCO, et al., 2014).

O aumento na expressdo de enzimas antioxidantes, como a glutationa
peroxidase (GPX) tem mostrado inibir a ativacdo do NF-kB. Esses resultados
indicam que o status de selénio celular reduz a atividade do NF-kB em macréfagos,
como foi observado em estudo conduzido em murinos (VUNTA et al., 2007).

Por participar do sitio ativo das selenoenzimas antioxidantes, como a GPX, o
selénio apresenta importante papel nos processos antioxidantes e anti-inflamatarios.
Deste modo, a acao do selénio no diabetes, esta relacionada a reducdo das injurias
provocadas pelo estresse oxidativo, reduzindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, e, assim melhorando o quadro inflamatério (LABUNSKYY et al., 2014).

Outra vertente deve ser considerada, o papel que a microbiota intestinal
desempenha, tanto na inflamac¢do, como no metabolismo de nutrientes. A dindmica
ecolégica da microbiota intestinal tende a estabilidade, para isso é necessaria
diversidade e abundéncia de seus componentes. Nesse contexto, qualquer
perturbacdo ou intervencado sistémica nao € capaz de alterar sua estrutura, que logo

retorna ao seu estado inicial, assim é considerado estado de resili€ncia. No entanto
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h&4 casos em que a intervencdo pode alterar parcialmente a composicdo da
microbiota, estabelecendo espécies bacterianas ndo existentes anteriormente.
Ademais, ha casos em que as mudancas sao irreversiveis, estabelecendo
desequilibrio tanto na composicdo e funcédo, esse caso reflete estado disbiotico
(MOYA; FERRER, 2016).

Apesar da relagdo microbiota-hospedeiro ndo estar totalmente elucidada,
sabe-se que a microbiota exerce um papel importante na homeostase intestinal, e
em doencas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes, esse quadro pode ser
agravado em decorréncia de modificacbes induzidas no microbioma (WU et al.
2013). O papel da microbiota intestinal no diabetes mellitus tipo 2 (DM2), tem sido
alvo de intensa investigacdo, uma vez que alteracbes em sua composicao
promovem inflamagcdo sistémica, uma caracteristica marcante das doencas
metabdlicas (KARLSSON et al., 2013).

A composicdo da microbiota intestinal também pode ser modulada por
elementos traco, com alteracdo de populacdes de microrganismos sensiveis as
mudancas nas concentracdes de minerais, tais como o selénio, que poderiam
influenciar o status do micronutriente do hospedeiro. No caso especifico do selénio,
sabe-se que cerca de um quarto de todas as bactérias expressam selenoproteinas,
e, portanto, necessitam do mineral para seu crescimento 6timo. Dessa maneira, a
microbiota intestinal pode sequestrar o selénio para a expressado de suas préprias
selenoproteinas, reduzindo a disponibilidade do mineral para o hospedeiro (HRDINA
et al., 2009).

Estudos metagendmicos mostram que mesmo espécies proximas podem ter
grandes diferencas genbmicas, e respostas distintas a fatores ambientais. A
compreensao da interacdo do microbioma, selénio e tecidos-alvo pode fornecer
subsidios para propor estratégias para melhora do quadro inflamatorio persistente
no DM, assim como melhora da resposta a acao da insulina e até biomarcadores
para avaliacdo do risco e progressdo do DM (PAUN; DANSKA, 2016; KELLER et al.,
2014; Ll et al., 2014).

Nesse contexto, investigar o efeito do consumo da castanha-do-brasil, como
fonte de selénio, sobre o status desse mineral, os beneficios na reducdo da
inflamacé@o e na alteracdo da microbiota com o propoésito de reduzir complicagfes
tardias, as quais podem promover melhor qualidade de vida dos individuos com

DM2, foi NOSSso proposito.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Diabetes

O diabetes mellitus (DM) € uma das doencas cronicas mais importantes deste
século, com aumento nos ultimos anos, ocasionando piora da qualidade de vida dos
individuos com DM. A prevaléncia desta doenca crbnica é um problema de saude
publica global. Estima-se que em 2045 havera aumento de 35% dos casos de
diabetes no mundo, ultrapassando 690 milhdes de casos (CHAO et al., 2018; IDF,
2017; ZHAO et al., 2015). O Brasil, 4° pais com mais casos de individuos com
diabetes na faixa de 20 a 79 anos, aproximadamente 12,5 milhdes de individuos. A
estimativa para 2045, é o aumento de 62% dos casos de diabetes na América do Sul
e na América Central (IDF, 2017).

O diabetes é caracterizado como um conjunto de doencas metabdlicas
compostas por hiperglicemia, resultante de defeitos na secrecédo e acdo de insulina
(CRAIG; HATTERLEY; DONAGHUE, 2009).

O diagnéstico do diabetes pode ser baseado nos critérios de glicemia
plasmatica, seja em jejum apresentando concentragdo =126ml/dL, ou pelo teste oral
de tolerancia a glicose (TOTG), que avalia a concentracdo de glicose plasmatica
apos 2h da ingestédo de 75g de glicose (2-h PG), neste caso a glicemia deve ser =
200mg/dL (ADA, 2019).

Ainda é possivel realizar diagnoéstico por meio da analise do percentual de
hemoglobina glicada (HbA1c), um marcador da glicemia a longo prazo. Trata-se de
uma avaliacdo de glicemia média de 2 a 3 meses anteriores a analise. Para
diagnéstico de DM considera-se como ponto de corte o percentual = 6,5% (ADA,
2019).

O DM pode ser classificado em quatro tipos que se distinguem em diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) ou diabetes autoimune; diabetes mellitus tipo 2 (DM2); diabetes
gestacional e outros tipos especificos baseados em distlrbios genéticos, sindromes
monogénicas (como diabetes neonatal e MODY, do inglés maturity-onset diabetes of
the Young) ou pelo uso de medicamentos como glicocorticoides ou apoés

transplante de orgaos, entre outros fatores (ADA, 2019).
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O DM2 corresponde a 90% dos casos de DM, com hiperglicemia resultante da
combinacao entre secrecao insuficiente, sem producdo compensatoéria de insulina e
a resisténcia a acao deste hormonio, além de fatores genéticos e ambientais, como
dietas com alta densidade energética e inatividade fisica. A acado ineficiente da
insulina gera irregularidades no metabolismo dos macronutrientes (IOANNIDIS,
2008), que pode resultar na menor resposta tecidual a insulina em um ou mais
pontos dos complexos mecanismos de acdo desse horménio (CHAWLA et al., 2016;
GRAVES; DONAGHUE, 2019).

Ainda, a hiperglicemia persistente no diabetes esta associada a complicacdes
cronicas como disfungdes micro e macrovasculares, que resultam em elevados
custos com o tratamento e piora na qualidade de vida dos individuos com DM (IDF,
2017).

O controle glicémico é altamente regulado, sendo o pancreas o 6rgéo central
desse mecanismo, porque € responsavel pela producdo dos principais hormoénios
insulina e glucagon, responsaveis pela regulacéo glicémica. Estes hormonios interagem
com o peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP1), peptideos YY, grelina e
colecistocinina, a fim de regular a ingestdo caldrica, seja armazenando ou retirando
suprimentos energéticos
(WOODS et al., 2006).

No entanto, a insulina e o glucagon sdo os horménios de destaque na via
metabdlica da glicose sdo secretados pelas células B e a pancreaticas,
respectivamente, as quais respondem as mudancas nas concentracées de glicose
de forma antagonica, ou seja, durante a hiperglicemia, as células a sdo estimuladas
a produzirem glucagon, e quando as concentragdes de glicose estdo aumentadas as
células B sao estimuladas a produzirem insulina (WALKER et al., 2011). A disfuncéo
nestas células pode alterar o controle glicémico e estd associada com o
aparecimento de diabetes.

A insulina é um horménio anabodlico essencial para a manutencdo da
homeostase de glicose, pois aumenta a entrada desta molécula nos tecidos
muscular e adiposo e simultaneamente, inibe a producdo de glicose pelo figado.
Além de estimular o crescimento e diferenciagdo celular, esse horménio promove o

armazenamento de substratos no tecido adiposo, figado e musculos por estimular a
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lipogénese, glicogénese e sintese proteica, e ainda inibe a lipdlise e glicogendlise
(MAYER et al., 2007).

A sintese de insulina ocorre a partir da transcricdo do gene que a codifica,
formando a pré-pro-insulina, a qual é armazenada no reticulo endoplasmatico
rugoso. Em seguida, é transportada para o complexo de Golgi sob forma de pro
insulina e armazenada nos granulos de secrecdo imaturos, 0s quais serao
convertidos posteriormente em insulina madura, sua forma biologicamente ativa, e
peptideo C pela acdo das enzimas pro horménio convertases 1 e 2 (PC1-2) e da
exoprotease carboxipeptidase H (CPH). A insulina madura pode ficar armazenada
por longo periodo até ser utilizada ou degradada (SHOELSON; LEE; GOLDFINE,
2006; GOODGE; HUTTON, 2000).

A glicose € um regulador do potencial de membrana das células f
pancreaticas. O aumento da glicose plasmatica € o estimulo inicial do processo de
secrecédo de insulina, correspondendo a uma fase de curta duracdo. A segunda fase,
mais lenta e prolongada é caracterizada pela despolarizacdo da membrana, com
consequente liberacdo dos granulos de insulina (CURRY; BENNETT;
GRODSKY,1968).

Os transportadores de glicose (GLUT) sdo responséaveis pelo ingresso das
moléculas de glicose nas células 3, com consequente aumento da produgdo de
adenosina trifosfato (ATP). O aumento da razdo entre ATP e adenosina difosfato

(ADP) estimula o fechamento dos canais de potassio (K*), sensiveis a ATP (K*™"

) na
membrana plasmatica. Este desfecho impede o efluxo de K*, acumulando carga
positiva no interior celular e elevando o potencial de membrana, o que reduz a
polaridade da membrana plasmética (ELIASSON et al., 2007).

Dessa maneira, a despolarizacdo da membrana estimula a abertura dos
canais de calcio, aumentando o potencial de acdo da membrana, permitindo a
entrada de Ca®" no citosol e provocando enfim, a exocitose dos granulos de insulina
(TARASOV; DUSONCHET; ASHCROFT, 2004). O esquema representativo do
mecanismo de liberacdo da insulina esta apresentado na Figura 1.

A insulina circula pelo organismo até ligar-se as ceélulas alvo, por meio do
receptor de insulina (IR), unindo moléculas adaptadoras, como receptores de
insulina e da proteina semelhante ao colageno com homologia SRC (SHC).

Desta forma,
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ocorre a autofosforilacdo do IR, que fosforila a proteina substrato do receptor de
insulina 1 (IRS-1) (MURROW; HOEHN, 2010; WHITE, 2002).

Figura 1: Esquema representativo do mecanismo de liberacéo de insulina.
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Legenda: GLUT: transportadores de glicose, Ca** Célcio, K*: potassio.

O acumulo de glicose plasmatica ativa a abertura dos canais receptores de glicose GLUT2. A glicose
passa para o meio intracelular, onde é oxidada até a liberagdo de ATP. Ocorre a despolarizagdo da
membrana que ativa a abertura dos canais de Ca"" e estimula a liberagio da insulina.

Insulina

A partir da ativacdo do IRS-1, ocorre estimulo para a ligacdo de proteinas com
dominios SH2, como PI3k (fosfatidilinositol-3-quinase) ou Grb2 (proteina 2 ligada ao
receptor de fator de crescimento). Assim, o receptor fosforilado ativa varias
moléculas de IRS-1, que por sua vez fosforila qualquer proteina com dominio SH2.
Essas proteinas recrutam Grb2 que, associada a SOS (son-of-sevenless) ativam o
Erk1/2 (quinase regulada pelo sinal extracelular), via Mitogen Activated Protein
Kinases MAPK (OBBERGHEN, et al. 2001).

Em paralelo, a via PI3k se liga ao IRS-1 fosforilado, que sofre mudanca
conformacional, resultando no aumento da atividade e producédo do fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PIP3) na membrana plasmatica. Apds essa ligacdo, PIP3 recruta
proteinas como quinase B (Akt/PKB) que, entre outras acdes, regula a translocacao
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do GLUT-4 para a membrana plasmética, resultando no aumento da entrada da
glicose para a célula (MURROW; HOEHN, 2010).

Alteracbes na ativacdo de enzimas de sinalizacdo proximas a insulina (IR,
PI3K), dos alvos jusantes (PDK - quinase dependente de fosfatidilinositol e PKB),
dos alvos MAPK em musculos e tecido adiposo, vém sendo estudadas em
individuos com obesidade, dabetes mellitus tipo 2 e resisténcia a insulina, pois
podem ser responsaveis por defeitos na sinalizacdo da cascata de insulina
(FROJDO; VIDAL; PIROLA, 2009).

Com acdo oposta a acdo da insulina, o glucagon estimula a elevagdo da
concentracdo da glicose sanguinea, por meio da gliconeogénese e da glicogendlise
O glucagon estd aumentado em pacientes com DM2 durante de jejum e sua
concentracdo € suprimida no estado pés-prandial, resultando em altos niveis de
glucagon no sangue. Essa alteracdo originou a hip6tese bi-hormonal e a importancia
do glucagon na patogénese do diabetes (GURUNG; JIALAL, 2019).

A liberacdo de glucagon é iniciada pela acdo da enzima prohormona
convertase 2 (PC2), que cliva o pré-glucagon em glucagon biologicamente ativo. Em
resposta a hipoglicemia o glucagon € liberado pelas células alfa pancreéticas.
Ocorre também a participacdo de aminoacidos nesse processo de homeostase
glicémica, no qual oxintomodulina e polipeptideo insulinotrépico dependente de
glicose (GIP) estimulam a secrec¢do de glucagon e o peptideo-1 semelhante ao
glucagon (GLP-1) inibe secrecdo (GURUNG; JIALAL, 2019).

Em resposta ao aumento de glicose sérica, a secrecdao de glucagon é
suprimida e, por consequéncia, a producdo de glicose hepética é reduzida. Ha
estimulo para armazenamento de glicose muscular e lipideos, diminuindo assim a
glicose sérica (WALKER et al., 2011).

2.2 Estresse oxidativo e inflamacao no diabetes

Estresse oxidativo consiste no “desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes,
em favor dos oxidantes, levando a uma interrupcao da sinalizacdo e controle redox”.
Tais espécies reativas podem ser produtos de processos fisioldgicos, resultantes de
reacOes enzimaticas, ou ainda podem atuar como mediadores para a transferéncia
de
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elétrons em vérias reagbes bioquimicas, assim como fazer parte da cascata de
sinalizacao intracelular, sendo necessérios para a homeostase (SIES, 2015).

Ha duas classes de moléculas resultantes de processos metabdlicos que
podem aumentar o estresse oxidativo no DM. A primeira classe € constituida por
moléculas que derivam do oxigénio (ERO): os radicais livres superéxido (O,")
fisiologicamente produzido na mitocondria pela cadeia transportadora de elétrons,
hidroxila (OH"), alquila (L"), alcoxila (LO") e peroxila (LOO"), bem como as espécies
reativas ndo radicais, como peroxido de hidrogénio (H20,), acido hipocloroso (HOCI)
e oxigénio singlet (*0,). A segunda classe inclui espécies reativas que derivam do
nitrogénio: 6xido nitrico (NO’), 6xido nitroso (N.O3), acido nitroso (HNO,), nitrito
(NO2"), nitrato (NO3") e peroxinitrito (ONOO™) (Rehman et al., 2017).

O mecanismo pelo qual o estresse oxidativo se relaciona com a resisténcia a
acdo da insulina ainda ndo esta totalmente esclarecido. Uma hipdtese é que o
reticulo endoplasmatico apresenta potencial redox necesséario para formar as
ligacdes dissulfetos (S-S), que sao utilizadas em apenas um terco das proteinas. O
restante dessas pontes (S-S) ndo utilizadas apresentam-se como potenciais alvos
para ER, e tais modificacbes na estrutura proteica seriam responsaveis por
alteracdes da funcdo de algumas proteinas, entre elas a insulina (WATSON, 2014).

A oxidacao da glicose € a principal via para a producdo de ER no DM, e o
aumento dessa producdo propde mecanismos que aumentam ainda mais a
formacdo de ER, incluindo danos celulares, a via MAPK e a formacado de produtos
de glicacdo avancada (AGE), entre outros, (MARITIN et al., 2003; CERIELLO, 2000).
Além disso, a hiperglicemia é considerada toxica para as células 3 do pancreas que
possuem baixa expressdo de enzimas antioxidantes, sendo sensiveis a acdo de
ERO (STEINBRENNER et al. 2015).

As células podem ainda responder a estimulos externos que ativam vias
como a MAPK. Essa ativacdo pode ser indireta, pela oxidacdo de residuos
essenciais de cisteina que inibem a desfosforilacdo e inativam as fosfatases,
responsaveis pela inativacdo da MAPK. Ou por acdo direta, por meio da PKC,
fatores de transcricdo, producado intracelular dos precursores dos produtos de
glicagcdo avancada (AGE), formando ER e desregulando a cascata da insulina
(STEINBRENNER et al. 2015).
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A inflamacdo € destacada como um importante fator etiolégico para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina. Como consequéncia das elevadas
concentracbes de AGE ha alteracdo das funcbes de proteinas intracelulares,
induzindo a producdo de ERO. A ligacdo com receptores de AGE (RAGE) ativa o
fator de transcricdo NFkB (Nuclear Factor kappa B), o qual estimula a transcricao de
citocinas inflamatorias como IL-1, IGF-1, TNF-a, TGF- (GIACCO; BROWNLEE, 2010;
GOLDIN et al., 2006). Ademais, a inflamacdo mediada por RAGE pode ainda ser
aumentada pela alta afinidade entre o componente A do LPS e o dominio V do
RAGE (TEISSIER; BOULANGER, 2019).

Os estudos que sustentam a hipotese da inflamacéao na etiologia do diabetes
mostram uma elevagdo nos niveis de IL-6 e PCR entre individuos com alteracdes na
resisténcia a insulina e naqueles com alteraces clinicas do DM2. A proteina C
reativa (PCR) é a principal mediadora da resposta inflamatéria na fase aguda da
inflamacéo, sendo a primeira derivada da via de biossintese hepatica dependente de
IL-6. Estudo conduzido em animais mostrou que a infusdo da IL-6 induziu a
liponeogénese subsequente a hiperglicemia, e hiperinsulinemia compensatoria.
Respostas metabdlicas similares foram observadas em humanos (Rehman et al.,
2017).

O diabetes foi sugerido como uma doenca redox, ou seja, as respostas
inflamatdrias podem ser secundarias as respostas de proteinas inativas no reticulo
endoplasmatico (RE). Isso ocorre por falhas na ponte dissulfeto que séo
fundamentais para estabilizar a conformacéo 3D das proteinas, resultando em uma
proteina ineficiente ou sem funcdo (WATSON et al., 2014).

Os padrdoes moleculares associados aos danos celulares (DAMPSs), podem
estar envolvidos nesse mecanismo. Distribuidos didaticamente em classes, 0s
DAMPs da classe V, apresentam associacdo com estresse do reticulo
endoplasmatico.

O aumento da expressao de pro-insulina resulta na ruptura da homeostase do
RE, acumulando proteinas “desdobradas” ou inativas e causando estresse do RE,
associado ao estresse oxidativo. Esse mecanismo é considerado DAMP da classe
V. Esse processo resulta na resposta a proteinas desdobradas, do inglés unfolded
protein response (UPR), e apresenta 3 diferentes vias: proteina quinase residente no

reticulo endoplasmatico (PERK); a quinase endorribonuclease transmembrana que
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necessita inositol 1a (IRE1a); e fator de transcricdo de ativacdo 6 (ATF6),
responsavel pela ativagcdo NFkB e MAPK, e consequentemente pela expressdo de

citocinas proinflamatérias (LAND, 2015).

2.3 Microbioma intestinal e diabetes

O microbioma intestinal € um ecossistema Unico, exercendo um papel
fundamental no organismo humano saudavel. Exemplos de interacdo com o
organismo hospedeiro incluem influéncias na digestdo e absorcdo de nutrientes,
sintese de vitaminas, &cidos graxos e metabdlitos, acdo tréfica na modulacdo da
diferenciacéo e proliferacdo de células epiteliais intestinais, e o desenvolvimento e
maturacdo do sistema imune intestinal. Por sua vez, o hospedeiro fornece nutrientes
gue sao utilizados pelas bactérias, garantindo sua sobrevivéncia (POSSEMIERS et
al., 2009; AZIZ et al., 2013).

Muitos fatores interferem na composi¢do da microbiota, como o tipo de parto,
a idade gestacional ao nascimento, o uso de antibiéticos nos primeiros meses de
vida e a alimentagcdo. Esses fatores podem ter impactos significativos na
determinacdo das comunidades microbianas intestinais da crianca. No entanto, as
transformacdes da microbiota infantil-adulta, sdo influenciadas principalmente por
fatores dietéticos e ambientais (TRASANDE et al., 2013).

O trato gastrintestinal € colonizado por trilhdes de bactérias, e sua quantidade
varia de 10™ a 10 UFC/ml. Essa populacdo bacteriana estd principalmente
concentrada no célon e ceco, de modo que o conteudo fecal pode concentrar de 100
a 200 bilndes de células bacterianas por grama de fezes, por peso seco.
(MACCAFERRI et al., 2011; CANDELA et al., 2014; UDAYAPPAN et al. 2014).

A relacdo entre a microbiota intestinal e o DM2 tem sido alvo de intensa
investigacdo, ja que alteragbes em sua composicdo podem promover uma
inflamacgéo sistémica, o que também é uma caracteristica marcante de diversas
doencas metabdlicas (KARLSSON et al., 2013). No diabetes, por exemplo, poderia
haver um ambiente imunitario permissivo no intestino, o que exacerbaria a

inflamacgéao sistémica,
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piorando o quadro do paciente com diabetes (MCPHEE; SCHERTZER, 2015; WU et
al. 2013).

A microbiota apresenta grande variacdo entre os individuos. Contudo €
convencional que a microbiota saudavel apresente o predominio dos filos Firmicutes
e Bacteroidetes (90%), seguidos por Actinobacteria, Verrucomicrobia e
Proteobacteria e menos de 1% de espécies patogénicas (AZIZ et al., 2013,
PFLUGHOEFT, VERSALOVIC, 2012; HMPC 2012; HOLLISTER et al., 2014)

Entre os fatores que podem influenciar a composicao da microbiota intestinal
destaca-se a dieta, a qual pode ser adaptada e modulada para beneficiar a
composi¢cdo da microbiota intestinal. Uma relagdo marcante entre a dieta e o
microbioma intestinal ja esta descrita, por exemplo, existe uma associacdo entre
pessoas gue usualmente consomem maiores quantidades de proteinas de origem
animal e gorduras saturadas, com predominancia do género Bacteroides no seu
intestino. Da mesma forma, consumidores usuais de uma dieta rica em carboidratos
(acucares simples e fibras), apresentam uma predominancia do género Prevotella no
microbioma intestinal, evidenciando a modulacdo microbiana por meio dos padrées
alimentares (WU et al., 2012).

Além disto, um estudo conduzido em camundongos mostrou que a alteracao
de uma dieta rica em gordura e carboidratos para uma dieta pobre em gordura e rica
em vegetais, resultou na alteracdo da microbiota em curto prazo, associando a
modulacdo da microbiota pela dieta ao desenvolvimento de DM2 (TURNBAUGH et
al., 2009).

Em estudo recente, Egshatyan et al. (2016), também identificaram a
predominédncia de Prevotella no cluster com maior ingestdo de carboidratos,
sugerindo modulacdo da microbiota pela alimentacdo, com possivel atuacdo na
patogénese do DM. A modulacdo do microbioma € um importante fator para
absorcéo de nutrientes e mecanismo de agédo dos medicamentos, como por exemplo
a metformina (WANG et al., 2018).

Para melhor elucidar tais relacbes, € util e eficaz a investigacdo da
contribuicdo funcional desses microrganismos, por meio de fendtipos fisioldgicos que
apresentam predisposicdo para a saude ou doenca. Dessa forma, justifica-se
aprofundar o conhecimento sobre fatores relacionados entre a génese do DM2 e a

microbiota
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intestinal, cuja composicéo pode determinar progressao ou protecdo (ARUMUGAM
et al., 2011; HUTTENHOWER et al., 2012; TURNBAUGH et al., 2009).

Até o momento, estudos tém encontrado resultados diferentes na
caracterizacdo da composicdo da microbiota intestinal de individuos com diabetes
tipo 2. Qin et al. (2012) identificaram maior abundancia de Clostridium. Karlsson et
al. (2013), verificaram o género Lactobacillus em maior abundancia.

Alguns mecanismos sao propostos para elucidar tal relacdo no diabetes,
como a supressao do Fasting Induced Adipose Factor (FIAF) pela microbiota. O
FIAF é um inibidor da lipase lipoproteica (LPL), a qual tem sua atividade aumentada
e por sua vez aumenta a absorcao de acidos graxos e o acumulo de triglicerideos
nos adipécitos (BACKHED et al., 2004).

Alguns dados corroboram a hipotese de que a relagcdo microbiota/diabetes
possa se dar por meio de um impacto da microbiota no sistema nervoso central,
através do eixo intestino-cérebro influenciando a regulacdo fome/apetite, ou ainda
por meio de fatores indiretos, como a acdo dos receptores de acidos graxos livres
(free fatty acids receptors — FFAR). Esses receptores sdo expressos por células
epiteliais no intestino e produzem o peptideo YY (PYY), o qual é responsavel por
inibir a secregdo géastrica, o esvaziamento gastrico, a contracdo da vesicula biliar e
ainda reduzir o tempo de transito gastrintestinal. Assim, propicia-se maior absor¢ao
de nutrientes do lumen intestinal, em especial dos acidos graxos de cadeia curta que
sdo substratos para a lipogénese no figado (ULVEN, 2012; HOLZER et al., 2010;
ROBERFROID et al., 2010).

A microbiota intestinal abundante de bactérias produtoras de butirato esta
relacionada a protecdo quanto ao desenvolvimento de DM2. Isso porque acidos
graxos de cadeia curta, como o butirato, podem interagir com as histona-
desacetilases, regulando a expressao génica de reguladores metabdlicos, como o
PGC-1a, um coativador de transcrigao associado ao aumento da oxidacéo de acidos
graxos, atividade mitocondrial, assim como a prevenc¢do da endotoxemia metabdlica
(ZHAO et al., 2015).

Outro mecanismo proposto, relacionando a interacdo da microbiota com o
diabetes, € a inibigdo da via 5 monofosfato adenosina proteina quinase (AMP-Q)
pela microbiota, favorecendo o0 aumento da adiposidade corporal e o
desenvolvimento de resisténcia a insulina. A enzima AMP-Q tem importante papel

na regulacdo do apetite e do metabolismo dos acidos graxos e glicose. Uma vez
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inibida, essa via ativa processos anabdlicos e bloqueia processos catabolicos.
Estudo que avaliou camundongos germ free, verificou que estes ndo aumentaram
seu peso corporal mesmo recebendo dieta hipercalérica. 1sso ocorreu pelo aumento
da atividade da AMP-Q no figado e musculo esquelético, resultando em maior
oxidacdo de acidos graxos e melhora da sensibilidade a acdo da insulina (KOLA,
2008).

A mucosa intestinal € composta por uma monocamada epitelial e atua como
uma barreira entre o organismo e o ambiente externo. Quando a microbiota intestinal
esta saudavel, a barreira mucosa permite a passagem de &gua nutrientes e
compostos bioativos, e simultaneamente impede o ingresso de substancias nocivas.
No entanto, a permeabilidade dessa barreira pode ser alterada, contribuindo para
inflamacé@o de baixo grau, levando a resisténcia a insulina (JAYASHREE et al.,
2014).

A alteracdo na permeabilidade da barreira intestinal favorece a translocagéo
de lipopolissacarideo (LPS), o principal componente da membrana externa das
bactérias Gram-negativas. Esta endotoxina € composta por trés maodulos: um
antigeno O altamente variavel, constituido por oligosacarideos, sendo um central e
um lipideo A (responsavel por grande parte da toxicidade). Receptores Toll-like
(TLR), assim como RAGE, reconhecem o lipidio A, desencadeando respostas
imunes e inflamatorias (JAYASHREE et al., 2014).

ApoOs a ligacdo LPS/TLR4, distintas vias de sinalizacdo sdo ativadas, como
MAPK, a AP-1 (activator protein 1), STAT (signal tranducer and activator of
transcription), IRF3 (interferon (IFN)-regulatory factor 3), e principalmente o NFkB,
gue como descrito anteriormente, € um importante ativador de citocinas proé-
inflamatorias, tanto por células do sistema imune, como também do tecido adiposo,
promovendo uma endotoxemia metabdlica (CARVALHO et al., 2012).

Desta forma, o aumento da concentracdo sérica de LPS tem sido investigada
para caracterizar a endotoxemia. No entanto, a avaliagdo dessa endotoxina é
limitada, por possuir meia-vida curta. Sendo assim, a proteina ligadora de LPS (LBP)
uma proteina de fase aguda, sintetizada no figado, tem sido utilizada como
marcador de endotoxemia metabdlica. Ap6s a ligagdo LPS/LBP, forma-se o
complexo com o cluster de diferenciagdo 14 (CD14), presente principalmente em

macréfagos, ativando o NF-kB. Uma vez ativado, ocorre a translocacdo do NF-kB
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para 0 nucleo celular promovendo a expressdo de citocinas pro-inflamatoérias,
principalmente fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e a Interleucina (IL), que sao
capazes de alterar a fosforilacdo de proteinas do substrato do receptor de insulina
(IRS), impedindo a translocacdo do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4),
comprometendo a entrada da glicose. Dessa forma a concentracdo sérica de LPS
esta diretamente relacionada com DM2 (TILVES et al., 2016)

Concentragfes circulantes aumentadas de LPS, associadas a alta ingestao
de gorduras, pode gerar inflamacdo subclinica de forma crénica, fator presente na
génese e progressado de DM2 (CARVALHO, et al., 2012).

O LPS apresenta associacao com lipoproteinas séricas e triacilglicerideos no
diabetes, e o HDL € considerado um importante um fator de desintoxicacdo e
neutralizacdo de LPS. Foi observada correlacdo negativa entre a concentracao
dessa lipoproteina e o LPS, assim como a correlacdo positiva entre as
concentracbes de LPS e triacilglicerol, aumentando assim o risco de desenvolver
eventos cardiovasculares e piorando a qualidade de vida de individuos com DM2
(NYMARK et al., 2009).

Ademais, o componente A do LPS aparentemente tem alta afinidade pelo
dominio V do RAGE, contribuindo assim para o aumento da concentracdo de LPS
na inflamagéo mediada por RAGE (TEISSIER; BOULANGER, 2019).

Caricilli et al. (2011) ao avaliarem camundongos knockout TLR2, com maior
abundéancia de Firmicutes e recebendo uma dieta balanceada, observaram aumento
da inflamacdo pela maior captacdo de LPS e aumento da resisténcia a insulina
quando comparados ao grupo controle. Porém, quando avaliaram camundongos
knockout TLR e germ free, verificaram maior sensibilidade a acdo da insulina,
sugerindo a participacdo da microbiota em alteracfes inflamatérias e metabdlicas.

Egshatyan et al. (2016) avaliaram a composi¢cdo da microbiota humana em
individuos com diferentes niveis de tolerancia a glicose, distribuidos em trés grupos
da seguinte forma: grupo 1 com concentragdo adequada de glicose, grupo 2
classificado com pré-diabetes e grupo 3 composto por DM2. Os resultados
mostraram maior abundancia do filo Firmicutes, seguido por Bacteroidetes, em todos
os grupos. Aproximadamente 50% da abundancia microbiana total foi representada
por cinco géneros: Blautia, Bacteroides, Prevotella, Faecalibacterium e Clostridium.
Sendo que o género Blautia foi 0 mais abundante no grupo DM2 (EGSHATYAN et
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al.,, 2016). Ha ainda a interacdo entre a microbiota e os antidiabéticos orais,
indicados no DM2. Entre eles, a metformina, da classe das biguanidas, que atua na
inibicdo da gliconeogénese hepatica, e € a mais utilizada no tratamento para
homeostase glicémica, isso porque além dos efeitos antidiabéticos, também esta
associada a melhora do perfil lipidico, a reducdo de peso e de eventos
cardiovasculares (SBD, 2016).

Forslund er al. (2016), em estudo com individuos com DM2 distribuidos em
quatro grupos: DM2, DM2 em tratamento com metformina (DM2Met), DM1 e grupo
controle (sem diabetes), encontraram efeitos indiretos do uso da metformina na
melhora do perfil lipidico, isso porque foi observada reducéo da absorc¢éao lipidica e
da inflamacdo provocada por LPS apenas no grupo DM2Met. Além disso, 0 grupo
DM2Met apresentou em sua composi¢cdo microbiana aumento de Subdoligranulum e
Akkermansia, resultado diferente dos demais grupos, inclusive do grupo DM2 sem
metformina, indicando semelhanca com a microbiota de individuos saudaveis

A associacdo entre Akkermansia e a reducdo da resisténcia a acdo da
insulina sob o tratamento de metfomrina, foi observada tanto em modelo animal
(murinho), quanto em humanos, sugerindo que 0s microrganismos poderiam mediar
0 metabolismo de glicose em associacdo a metformina, beneficiando tanto os efeitos
terapéuticos quanto reduzindo efeitos adversos. Contudo, a validacédo desses dados
€ necessaria para comprovar a causalidade e esclarecer os mecanismos dessa
mediacado (FORSLUND et al. 2016).

Resisténcia, resiliéncia e redundancia funcional séo propriedades exibidas por
microbiotas robustas: a capacidade da microbiota de restaurar a funcao original
(fendtipo). Entretanto, é uma questdo complexa determinar quais fatores tornam
uma microbiota robusta (MOYA; FERRER, 2016).

2.4 O papel do selénio na microbiota e no diabetes

No diabetes, a interacdo entre microbiota e selénio tem sido discutida,
contudo, até o momento, a sintese da discussdo € de que se trata de uma relacéo
complexa, com resultados controversos. Diante da acdo antioxidante e anti-
inflamatoria deste micronutriente e do papel da microbiota intestinal no diabetes,

7

apresentada anteriormente, a discussdo dessa interagdo € relevante.
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O selénio foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius.
Em meados da década de 1950, o selénio foi definido como um micronutriente
essencial. No entanto, somente em 1973 foi descoberto que o selénio € um
componente essencial da enzima glutationa peroxidase (GPX) (FAIRWEATHER-
TAIT et al., 2011; HESKETH, 2008).

ApGs a ingestdo, por meio de diferentes alimentos ou suplementos, o selénio
pode percorrer diferentes rotas metabdlicas, principalmente por apresentar formas
inorganicas e organicas. A via de absorcdo do selénio ndo estd completamente
elucidada, mas sabe-se que as formas inorganicas, selenato e selenito, além de
serem absorvidas com maior eficiéncia sdo menos retidas pelo organismo quando
comparadas a formas organicas selenocisteina (Sec) e selenometionina (SeMet)
(BURK et al., 2006). Na Figura 2 esta esquematizada a via metabdlica de selénio,

conforme ingestéo nas suas diferentes formas.

Figura 2. Via metabdlica de selénio em humanos (Adaptado de Combs, 2015).
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Legenda: O Se inorganico pode ser incorporado em selenoproteinas por meio do seleneto
de hidrogénio (H,Se). Enquanto o selénio da SeMet também pode ser incorporado as
selenoproteinas com Sec, por meio do catabolismo de H,Se, e diretamente em outras
proteinas contendo Met. Legenda: SeMet: selenometionina; Sec: selenocisteina; GSSeSG:
selenodiglutationa; y-glutamil-CHsSec: y-glutamil-selénio-metilselenocisteina; H,Se: Seleneto
de hidrogénio; HSePO,*: selenofosfato; CHsSec: selénio-metilselenocisteina; CHs;SeH:
metilselenol; (CHs),Se: dimetil selenito; SeO,: didxido de selénio; (CHs):Se’: ion trimetil
selénio.
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7

Uma vez absorvido pelo trato gastrintestinal, o selénio é transportado
principalmente para o figado, onde é metabolizado e utilizado na producédo de
selenoproteinas e redistribuido para outros tecidos, por meio da corrente sanguinea.
Dessa forma, o figado € um orgéo central no metabolismo do selénio, que é utilizado
para sintetizar o aminoacido Sec, encontrado no sitio ativo de selenoenzimas
(SEALE et al., 2018).

A maioria das formas de selénio é absorvida eficientemente, mas a sua
utilizacao pelo organismo depende da via metabdlica, a qual influenciara na forma
de selénio que estard disponivel no plasma para ser utilizada, e a excre¢cdo dos
compostos de selénio. O selenato e selenito sdo reduzidos pela selenodiglutationa
formando o selenito de hidrogénio, o qual atua como um pool central de selénio
tanto para eliminacdo ou integracdo de selénio nas selenoproteinas. A
selenocisteina e selenometionina entram no pool do selenito, para que o selénio seja
utiizado na sintese de selenoproteinas ou excretado pela urina na forma de
selenoacucar (principal forma de excrecdo de selénio). Ressalta-se que o
metilselenol pode entrar na via do pool de selenito. (COMINETTI et al., 2011,
FAIRWEATHER-TAIT; COLLINGS; HURST, 2010; RAYMAN; INFANTE; SARGENT,
2008).

Em paralelo, a selenometionina pode ser incorporada diretamente em
proteinas por meio da substituicAo da metionina. Uma via independente é a do
composto organico y-glutamil-metilselenocisteina, o qual €é convertido em
metilselenocisteina (CH3Sec) e transformado pela B-liase em metilselenol
(CH3SeH), sendo excretado principalmente pela respiragdo, ou em menor
quantidade pela urina na forma de ion trimetilselénio (COMBS, 2015; RAYMAN;
INFANTE; SARGENT, 2008).

O selénio pode ser incorporado nas células por trés vias: a primeira por
absorcao de selénio inorganico por meio de transporte de anion. A selenometionina,
adquirida por meio da dieta pode ser captada por meio dos transportadoes de
metionina ou ainda pode ser transformada em selenocisteina através da via de
trans-selenacdo ou captada da Selenoproteina P (SELENOP) que abriga 10
residuos de selenocisteina em humanos (SHETTY et al., 2017; OM et al., 2010).

A Sec é co-translacionalmente incorporado a uma cadeia peptidica por meio
de maquinas de incorporacdo altamente especificas, exigindo que certos fatores cis

e trans funcionem adequadamente (SEALE et al., 2018). Esse fato é importante para
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todos os aspectos do metabolismo de selénio. Os padrdes de expressdo das
selenoproteinas sdo muito bem regulados, e a maioria dos efeitos metabdlicos sé&o
observados com a suplementacéo de individuos deficientes em Se (SCHOMBURG
et al., 2009).

Na sintese de selenoproteinas, o selénio por meio da Sec, é especificamente
incorporado a selenocistil-tRNASec e, eventualmente, na posicdo especifica de
cadeias polipeptidicas, como indicado pelo codon finalizador UGA (OM et al., 2010).

A reprogramacéo do cédon UGA para a incorporacdo da Sec e a sequéncia
de aminoacidos para formar a selenoproteina, € um mecanismo incomum e ocorre
na regido codificadora do mRNA. Para isso, € necessaria uma estrutura especifica
de haste-alca de acdo cis, denominada sequéncia de inser¢cdo Sec (SECIS) na
regidao 3 nado traduzida (3’'UTR) do mRNA. Importante ressaltar que cada
selenoproteina tem uma SECIS especifica e Unica. Sendo assim, a sintese
especifica de selenocysteyl-tRNASec, de seryltRNASec e selenido envolvem
reacdes sequenciais coordenadas e catalisadas por selenofosfato sintetase, seril-
tRNA quinase e selenocisteina sintase. Além desses fatores, sdo necessarios outros
fatores trans para a incorporacdo da Sec. (SHETTY; COOPELAND, 2018; OM et al.,
2010). Na Figura 3, esta o esquema representativo do processo de insercéo da Sec.

Figura 3. Esquema representativo do processo de incorporacao da selenocisteina.

eEFsec
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Legenda: Sec: selenocisteina; SECIS: sequéncia de insercdo de selenocisteina; SBP2: proteina
ligadora de Secis 2; EFSec: fator de elongacdo especifico da selenocisteina; tRNA: RNA
transportador. 1. SECIS recruta a proteina ligadora de Secis (SBP2) a qual atua na captacao do fator
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de elongacédo especifico da selenocisteina (EFSec) e de seu tRNA. 2. Insercdo do tRNA na regido
UGA resultando na incorporacéo da Sec, formando selenoproteina.

Em humanos, a principal forma bioldgica de selénio € a Selenocisteina (Sec),
presente nas selenoproteinas, e pode ser adquirida por meio dietético, ou de
subprodutos do metabolismo de selénio ou ainda do subproduto da degradacédo de
selenoproteinas. (SHETTY; COOPELAND, 2018).

A distribuicdo do selénio no organismo € complexa, dindmica e nao
homogénea entre os tecidos (SCHOMBURG; SCHWEIZER, 2009). A selenocisteina
liase (SelCys) é responsavel pela utilizacdo e reorganizacdo de selénio nas
selenoproteinas, sua acdo é catalisar a remocao do selénio dependente de 5-fosfato
piridoxal da L-selenocisteina. A SelCys apresenta especificidade a esse substrato
especifico e nenhuma interacdo com a L-cisteina. A clivagem especifica da
selenocisteina pela enzima SecLys é uma etapa metabdlica critica para a reciclagem
da selenocisteina, formada pela degradacao proteolitica das selenoproteinas (OM et
al., 2010; SEALE et al., 2018).

A decomposicdo de Sec libera o seleneto, que retorna para a sintese de Sec
se ligando a um fosfato para gerar selenofosfato. O selenofosfato € utilizado para
sintetizar Sec em seu tRNA [Ser] e incorporado em selenoproteinas recém-
traduzidas. Desta forma, o &tomo de Se da SelCys é reciclado. No entanto, o selénio
ndo € considerado um regulador da atividade da SecLys, visto que foi observada
correlacdo inversa entre expressdo de SeclLys e a concentracdo sérica de selénio
(SEALE et al., 2018).

O sequenciamento genético e os avancos das ferramentas de bioinformética,
possibilitaram o aumento na identificacdo de selenoproteinas em diversas espécies.
Até o momento foram identificadas 50 familias de selenoproteinas, sendo 25 em
humanos. Nem todas com as funcdes elucidadas, mas 12 delas atuam em reacfes
de oxido-reducdo (GLADYSHEYV et al., 2016; LABUNSKYY et al., 2014).

Existe uma hierarquia para distribuicdo de selénio para sintese de
selenoproteinas. Em casos de deficiéncia, a sintese de algumas selenoproteinas
como GPX4, TxnRd1 ou TrxRd2 é priorizada, enquanto que a expressao de GPX1,
GPX3, SELENOP e DIO2 é reduzida (SCHOMBURG; SCHWEIZEr, 2009)

Apesar da menor concentracdo de selénio no cérebro, esta é altamente

estavel e dependente da ingestdo desse micronutriente. Desse modo, a distribuicao
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de selénio para cérebro € priorizada. Ainda assim, sugere-se que na deficiéncia de
selénio ocorre aumento na captacdo e armazenamento desse mineral pelo cérebro.
A regulacdo da expressdo de SecLys influenciada pela concentracdo de selénio
pode ser um dos mecanismo de suprimento desse elemento (SEALE et al., 2018).
Entre as selenoproteinas destaca-se a SELENOP, principal selenoproteina
plasmatica, sintetizada principalmente no figado e secretada no sangue, com fungéo
de transportar selénio para outros tecidos. E considerada um biomarcador
significativo do status de selénio e essencial para a biossintese de selenoproteinas

ativas, protegendo o organismo de danos oxidativos (HYBSIER et al., 2017).

A SELENOP pode conter entre 10 e 35 residuos de Sec e ainda possui um
terminal amino Sec, proprio das selenoproteinas com acédo antioxidante, o que
sugere potencial funcao redox desta enzima (GLADYSHEV et al., 2016).

A sintese de SELENOP é uma desafio adicional, visto que contém varios
cédons UGA. Observou-se que acima do segundo cédon UGA h& a sequéncia de
codificacdo do N-terminal de uma metionina e o C-terminal (um aminoacido com
grupo carboxila, -COOH) sdo determinantes e independentes para a sintese
eficiente de SELENOP. Além disso, a distancia entre o primeiro cédon UGA e o
peptideo de ligacdo também € importante para a eficiéncia da traducdo. Em
concentracdes limitadas de selénio, o N-terminal sofre rearranjo estrutural que
envolve um complexo de incorporacdo de Sec, desprovido dos fatores envolvidos
em seu processo hormal. Isso inibe o complexo de incorporacdo de Sec, resultando
principalmente na segunda isoforma UGA truncada (SHETTY; COOPELAND, 2018).

A SELENOP fornece selénio para atividade da SecLys por meio da sua
degradacédo e liberacdo de Sec. Tal mecanismo pode ocorrer por diferentes vias,
como a captacao por receptores da membrana da Apolipoproteina E (ApoER2),
principalmente pelas células do cérebro e testiculos (OLSON et al., 2007), ou ainda
pela endocitose mediada por megalina (homdélogo ao ApoER2) nos rins (OLSON et
al., 2008); ou por pinocitose durante a transferéncia materna/fetal (BURK et al.,
2013); ou ainda pela via dependente de clatrina nos lisossomos. No entanto, o
destino da proteina e liberacdo de selénio no lissosoma ainda ndo esta claro
(KUROKAWA et al., 2012).
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Quando ha reducdo da expressdo de SELENOP sdo ativadas vias de
transulfuracdo e de reducédo de selenito, que metabolizam selenocompostos em
seleneto, para a sintese de selenoproteina e manutencéo do metabolismo de selénio
(SEALE et al., 2018).

No entanto, em casos de interrup¢cdo da SELENOP para manutencao do
metabolismo de selénio, sdo ativadas as vias de transulfuracdo e de reducao de
selenito, que metabolizam selenocompostos em seleneto, para a sintese de
selenoproteina (SEALE et al., 2018).

A concentragdo de selénio na SELENOP circulante difere entre os individuos
e pode fornecer informacfes importantes sobre o metabolismo e status do selénio,
mulheres jovens tém maior concentracdo de selénio quando comparada a mulheres

idosas e homens jovens e idosos (HYBSIER et al., 2017).

Fontenelle et al. (2018), em uma ampla revisdo, observaram que tanto
estudos in vitro como em modelo animal, apresentaram associa¢édo entre SELENOP
e resisténcia a insulina. Nesses modelos de estudo, a SELENOP parece inibir a
ativacdo da AMPK induzida por espécies reativas que inibiram a via ROS / AMPK /
PGC-1a no musculo esquelético por meio do seu receptor LRP1.

Estudos em humanos, a associacao entre SELENOP e resisténcia a insulina
também foi observada. Entretanto, esses resultados n&o foram relacionados com a
concentracdo sérica de selénio (OO, 2018). Ademais, estudos em humanos
avaliando selénio e perfil glicémico séo controversos (FENG et al., 2015; POUNIS et
al., 2014; GAO et al., 2014)

Em estado de estresse oxidativo, ha reducdo da expressdo de SELENOP e
aumento da expressao de GPX, que € o grupo mais numeroso das selenoproteinas
(HUGHES et al.,, 2018). Desvendar o mecanismo subjacente para a traducéo
preferencial, pode esclarecer a hierarquia da expressdo de selenoproteina que
prioriza a utilizacdo de selénio sob condicdes de estresse ou privacado de selénio
(SHETTY etal., 2017).

Atualmente sdo conhecidas 8 isoformas de GPX, incluindo: GPX citosolica
(GPX1), a GPX especifica gastrintestinal (GPX2), a GPX encontrada no plasma
(GPX3), a GPX fosfolipidio hidroperéxido (GPX4) e a GPX6, localizada no epitélio

olfatério e nos tecidos embrionérios. Outras variantes da GPX contém cisteina ao
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invés de selenocisteina, incluem a GPX5 com expressao restrita no epididimo,
GPX7 fosfolipidio hidroperoxido e GPX8 (LABUNSKYY et al.,, 2014). A GPX1 é a
selenoproteina mais abundante em mamiferos, com acao citosolica, degrada o
peréxido de hidrogénio (H.O,) em H,O e O, A reducéo da atividade da GPX1 resulta
em concentragdes elevadas de H,O; intracelular, e aumento do estresse oxidativo
(LABUNSKYY et al., 2014).

O estresse oxidativo causa lesdes celulares como a peroxidacao dos lipideos
de membrana, a oxidacdo de receptores hormonais e enzimas e lesdes no material
genético, como oxidacdes de bases do DNA que podem resultar em processos
mutagénicos e tumorais (MARTLELLI; NUNES, 2014). Por outro lado, a
superexpressdo de GPX1 é capaz de reduzir o estresse (LABUNSKYY et al., 2014).

O status de selénio das populacdes pode ser avaliado por meio das
selenoproteinas, mas também pela concentracdo do mineral nos cabelos, nas
unhas, na urina, nas fezes e no sangue (sangue total, soro, plasma e eritrocitos). As
analises de selenoproteinas em diferentes fracbes do sangue podem fornecer uma
estimativa mais acurada do status de selénio (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011).

De maneira geral, os biomarcadores de selénio podem ser classificados em 2
tipos:

1. Biomarcadores diretos, ou seja, os que fornecem informacao direta
sobre a funcdo do micronutriente. Ex.: selenoproteinas GPX1, GPX3, SELENOP.

2. Biomarcadores indiretos, baseado nas concentracfes de selénio dos
alimentos, tecidos, urina ou fezes. Ex.. a SeMet no plasma e nos tecidos pode
indicar a quantidade de selénio potencialmente disponivel para uso funcional. Pode
indicar a probabilidade de deficiéncia, adequacédo ou de efeitos adversos em relacao
ao selénio, porém sem fornecer evidéncia direta de qualquer um destes estados
(COMBS, 2015). A relagéo entre os biomarcadores de selénio e os componentes do

status desse micronutriente estao apresentados na Figura 4.
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Figura 4. Biomarcadores de selénio em relacdo aos componentes de status de

selénio.
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Fonte: Adaptado de Combs, 2015. Legenda: Se: selénio, SeMet: selenometionina

O Institute of Medicine (IOM), por meio do Food and Nutrition Board (FNB)
realizou estimativas de ingestdo de selénio com o objetivo de evitar a deficiéncia e a
toxicidade na populagédo. A determinagédo das necessidades de selénio foi baseada
na maximizacdo da atividade da GPX, e os resultados foram utilizados como
indicador para o calculo da Necessidade Média Estimada (EAR) e Ingestdo Dietética
Recomendada (RDA) (ESTADOS UNIDOS-IOM/FNB, 2001). As recomendacgdes de

ingestéo de selénio estdo apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1. Recomendacdes de ingestao relativas ao selénio em pg/dia, de acordo

com a idade, proposto pelo Institute of Medicine/Food and Nutrition Board, 2000.

Recomendacao de ingestédo Selénio (pg/dia)
de referéncia DRIs 1-3anos | 4-8anos | 9-13 anos | > 14 anos
EAR 17 23 35 45
RDA 20 30 40 55
UL 90 150 280 400
Legenda: EAR — necessidade média estimada; RDA — ingestéo dietética recomendada; UL —
nivel maximo de ingestao toleravel. Fonte: IOM/FNB (2000).
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As Sociedades de NutricAo Alemd, Austriaca e Suica, propuseram novos
valores de referéncia para a ingestdo adequada (Al) de nutrientes, entre eles o
selénio. No caso do selénio analisaram a saturacdo de SELENOP no plasma como
critério para a derivacdo dos valores de referéncia. Os autores justificam que paises
cujo solo apresenta baixa concentragéo de selénio, como a Alemanha, a ingestéo de
selénio deve ser aumentada, por esse motivo, a implementacdo de novas
referéncias de ingestédo de selénio (KIPP et al., 2015). Os valores sugeridos estao

apresentados no Quadro 2.

Quadro 2. Valores de ingestdo adequada (Al) de selénio em pg/dia, revisados de
acordo com a idade, proposto pelas Sociedades de Nutricdo da Alemanha, Austria e
Suica, 2015.

Recomendagcéo de Selénio (pg/dia)
ingestdao SNAAS 0-4 4-12 1-4 4-7 7-10 | 10-13 | 13-15 | > 15
meses meses | anos | Anos | anos | anos | anos | anos
Sexo Feminino 10 15 15 20 30 45 60 60
Sexo Masculino 10 15 15 20 30 45 60 70

Legenda: SNAAS: Sociedade de Nutricdo da Alemanha, Austria e Suica.

A castanha-do-brasil € considerada a fonte mais rica de selénio em alimentos,
com concentracdes que variam de 11 a 115 pg/g. Essas diferenca se deve a
variacbes nas concentracfes desse mineral no solo, as condicdes ambienteis,
climaticas, diferindo portanto em relacdo a safra (CARDOSO et al. 2015;
COMINETTI et al., 2012; THOMSON et al., 2008; SCUSSEL, 2007; DUMONT et al.,
2006). Apresenta baixo conteudo de carboidratos e aproximadamente 17% de
proteinas, constituidas principalmente pelos aminoacidos metionina (18%) e cisteina
(8%), sendo a selenometionina a forma predominante, que confere alta
biodisponibilidade desse micronutriente, cerca de 80% (FAIRWEATHER-TAIT;
COLLINGS; HURST, 2010). Contém ainda 60 a 70% de lipideos, com acidos graxos
mono e poli-insaturados (ALASALVAR e SHAHIDI, 2009). Porém a principal
importancia da castanha-do-brasil reside na possibilidade de suprir as necessidades

de selénio com apenas 1 noz 3 a 5Q).
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O estado nutricional relativo ao selénio de um individuo e o risco para o
desenvolvimento e/ou agravamento do diabetes tem sido foco de discussbes no
meio cientifico. Os mecanismos de defesa antioxidante no diabetes sdo deficientes,
com alteragOes na atividade das enzimas antioxidantes (AKSQY et al., 2005; SINDHU
et al., 2004). Com isso, crescem as investigacoes sobre o efeito de substancias que
possam contribuir para neutralizar o aumento dos radicais livres provocados por esta
doenca reduzindo os riscos de efeitos secundarios e promovendo o equilibrio entre
oxidacao e reducdo (COSKUN et al., 2005; BALASUBASHINI et al., 2004).

Mueller et al. (2009) em uma extensa revisdo sobre a relacdo selénio e
diabetes, ressalta que a participacdo do selénio nas selenoproteinas com funcéo de
oxido-reducao, estabelece uma relacdo entre este mineral e doencas cronicas nao
transmissiveis com o0 objetivo de amenizar danos. Contudo, é importante o
estabelecimento de concentragbes adequadas, uma vez que concentracoes
elevadas de selénio podem produzir efeitos adversos, assim como O seu uUSO
permanente na forma de suplementos ja foram relacionados ao surgimento de
diabetes e da sindrome metabdlica.

Estudo conduzido em animais, suplementados com altas concentracdes de
selénio por longo periodo, mostrou aumento da sintese das enzimas GPX e
selenoproteinas S e P (SELENOS e SELENOP). A super expressdo da GPX reduz
espécies reativas, inclusive as que participam da via da insulina, resultando em
processos de glicolise, gliconeogénese e lipogénese desregulados (ZHOU et al,
2013).

A avaliacdo do efeito antidiabético do selénio em humanos é escassa, sendo
gue tal relacdo esta estabelecida por sua acéo insulino mimética, uma vez que o
selénio é capaz de ativar a proteina Akt e quinases envolvidas na cascata de
sinalizacdo da insulina (PILLAI; SUGATHAN; INDIRA, 2012).

A SELENOP é regulada positivamente sob hiperglicemia, via FOXO1l a
(Forkhead box protein O1) e HNF-4a, com suportado pelo coativador PGC-la. A
regulacdo ascendente das enzimas gliconeogénicas no figado diabético ocorre de
forma analoga. Isso pode explicar as concentracfes aumentadas de SELENOP no
plasma de individuos com diabetes (STEINBRENNER, 2013).

Se de algum modo, o aumento da concentracdo de selénio parece estar
relacionada com a progressao do DM, por outro lado, infec¢cbes estao

frequentemente
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associadas a deficiéncias de micronutrientes, como o selénio, o que pode afetar as
funcdes celulares na imunidade inata e adaptativa (STEINBRENNER et al. 2013).

Um importante fator entre selénio e inflamacdo é a microbiota intestinal. A
utilizacdo de selénio pelas bactérias € composta por trés subsistemas: Sec-
decodificagdo, SeU-utilizacdo e Sec-cofator, ou seja, formas que utilizam selénio
como cofator. Aproximadamente um quarto de todas as bactérias expressam cerca
de 90 familias de selenoproteinas, com variacdo entre duas e mais de mil
selenoproteinas em cada familia, portanto, necessitam do mineral para seu
crescimento 6timo. Sendo assim, a microbiota intestinal pode ser capaz de
sequestrar selénio para a expressao de suas proprias selenoproteinas, reduzindo a
disponibilidade do mineral para o hospedeiro. Poucos estudos foram desenvolvidos
sobre o papel do selénio na modulacdo da microbiota. A distribuicdo de vias
metabdlicas das bactérias que utilizam selénio esta apresentada na Figura 5 (LIN et
al., 2015; KASAIKINA et al., 2011).

Figura 5. Distribuicdo de vias metabdlicas conhecidas que utilizam selénio em
bactérias

i
cofactor
Sel

Legenda: Sec: selenocisteina; SeU: selenoproteina U, Se-cofactor: formas que utilizam
selénio como cofator. Fonte: LIN et al., 2015

(@]

A insercdo da Sec para formacdo das selenoproteinas de bactérias €
semelhante ao processo em humanos. A insercdo bacteriana de Sec também é
iniciada pela ligacdo da SECIS no codon UGA. A partir disso, varios fatores para a
insercao sao ativados, incluindo a Selenocisteina sintase (SelA), fator especifico de

alongacéo de
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selenocisteina (SelB), Sec-especificos tRNA e o tRNA correspondente ao codon
UGA) (PENG et al., 2016).

Andlises gendmicas comparativas sobre 0s componentes que utilizam selénio
em genomas bacterianos completamente sequenciados mostram uma grande
quantidade de genes e vias metabdlicas influenciadas pelo selénio, distribuido em
grupos taxonomicamente distintos (PENG et al., 2016).

Em uma abordagem gendmica, foram investigados mais de 5200 genomas
bacterianos sequenciados a fim de compilar o uso de selénio nesse dominio. A
principio, foi analisada a distribuicdo de componentes-chave envolvidos em
diferentes caracteristicas de utilizacdo de selénio, formando grande mapa de
filogenia de utilizacdo deste micronutriente em bactérias. Também foi identificado um
subconjunto de organismos que apresentavam gene SelD, sugerindo uma nova via
de utilizacdo de selénio nestes organismos. Analises adicionais do conjunto total de
selenoproteinas dos microrganismos estudados identificaram a presenca de um
novo filo de bactérias ricas em selenoproteinas. Por fim, a analise de fatores
ambientais de todos os organismos revelou que diferentes tracos de selénio podem
favorecer condi¢cdes ecoldgicas especificas, tais como habitat, concentracdo de
oxigénio e temperatura (PENG et al., 2016). Os padrfes de distribuicdo de SelD e os
elementos de utilizagéo de selénio encontrados em diferentes filos ou classes, estéo
apresentados na Figura 6.

A presenca de SelD foi detectada em quase todas as linhagens bacterianas
avaliadas, com excecédo de um pequeno numero de filo ou classe como Chlamydiae,
Mollicutes, Deinococcus-Thermus e Thermotogae. Sugerindo que a utilizacdo de
selénio é antiga, uma vez que seu uso foi comum a quase todas as espécies em
bactérias (PENG et al., 2016).

Estudo conduzido em ratos investigou o metabolismo de SeMet e selenito no
trato gastrintestinal, especialmente na formacdo de produtos volateis de excrecao de
selénio, como dimetilselenido (DMSe). O selenito foi completamente metabolizado,
no coélon e ceco, formando o DMSe, sugerindo contribuicdo da microbiota na
excrecdo de selénio por meio da producdo de compostos de selénio metilados e
selénio elementar (KRITTAPHOL et al., 2011).
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Figura 6. Distribuicdo de SelD e caracteristicas conhecidas de utilizagdo de selénio
pelas bactérias (PENG et al., 2016).
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A arvore filogenética é simplificada para mostrar apenas 0s grandes taxons e ramos
bacterianos. As quatro faixas (circulos) ao redor da arvore (de dentro para fora) representam
os padrdes de distribuicdo de tracos de SelD, Sec, SELENOU e cofatores de selénio,
respectivamente. O comprimento da secdo colorida de cada coluna representa a
porcentagem de organismos que tém SelD ou a caracteristicas de selénio correspondente
entre todos os organismaos sequenciados neste filo. Fonte: PENG et al. 2016.

Legenda: SelD: Selenofosfato sintase D (SelD), Sectrait; Formas de selénio, SeU:
selenoproteina U, Se-cofactor trait: formas que utilizam o selénio como cofator; Pro:
Proteobactérias.
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Hrdina et al. (2009) administraram dietas deficiente em selénio (0,086 pgSe/g) e
adequada no mineral (0,15 pg Se/g) para camundongos germ free, durante 5
semanas, apés desmame. O grupo com dieta deficiente apresentou maior atividade
GPX e da tiorredoxinas (Trx) no figado e intestino, sugerindo utilizacdo total do
micronutriente pelo hospedeiro.

Outro estudo avaliou o impacto do selénio na microbiota e a possivel interacédo
entre 0 microbioma e o status do hospedeiro em relagcdo ao selénio. Camundongos
germ free foram distribuidos em dois grupos, sendo que um grupo recebeu
microbiota de camundongos tratados com dieta contendo selénio. A partir disto,
ambos os grupos receberam diferentes concentragbes de selénio sob a forma de
selenito (0,0, 0,1, 0,4 e 2,25 g selénio/g) na dieta, durante 8 semanas. O grupo que
recebeu microbiota tratada com selénio apresentou aumento da diversidade da
microbiota intestinal (KASAIKINA et al., 2011).

Ainda no mesmo estudo, observou-se reducdo de Parabacteroides e aumento
de Bacteriodetes, principalmente na dieta com concentracdo de 0,4 ug selénio/g.
Além disso, o0 selénio da dieta influenciou a expressdo de selenoproteinas em
ambos os grupos. Contudo, o grupo germ free apresentou maior expressao e
atividade de GPX1 e metionina-R-sulfoxido redutase 1 (MsrB1) no figado e nos rins.
Os estudos sugerem interacdo do selénio da dieta na composi¢cdo da microbiota
intestinal e colonizacdo do trato gastrointestinal de camundongos, que, por sua vez,
pode influenciar no status do mineral do hospedeiro e expressao de selenoproteinas
(KASAIKINA et al., 2011).

Diante da interacdo entre diabetes e inflamagéo, considerando a importancia
do selénio em aspectos ja discutidos anteriormente na inflamacédo, e o papel da
microbiota intestinal nesse contexto, sobretudo no diabetes, € oportuno o estudo
dessas a¢cbes em conjunto que visem avaliar o efeito da ingestao de alimentos fonte
de selénio na modulacdo da microbiota e da inflamagéo frente a melhora do status

desse micronutriente em individuos com diabetes.
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3. HIPOTESE EXPERIMENTAL

A ingestdo de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) influencia o
estado nutricional relativo ao selénio de individuos adultos com diabetes mellitus tipo
2, assim como melhora o quadro inflamatério e modula positivamente a composicao

da microbiota intestinal.
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar os efeitos da ingestdo de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K.) em individuos adultos com diabetes mellitus tipo 2, com relacdo ao estado
nutricional relativo ao selénio, aos biomarcadores inflamatérios e sobre a

composicao da microbiota intestinal.

4.2 Especificos

e Caracterizar a castanha-do-brasil quanto a composicdo centesimal e a
concentragéo de selénio;

e Avaliar os dados antropométricos e a ingestéo alimentar de macronutrientes e
de selénio dos participantes antes e ap0s a ingestdo da castanha-do-brasil;

e Analisar as variaveis do controle glicémico, perfil lipidico e marcadores
bioquimicos de inflamacdo e de permeabilidade intestinal antes e apés a
ingestao da castanha-do-brasil;

e Analisar as variaveis bioquimicas do estado nutricional relativo ao selénio
antes e apos a intervengdo com castanha-do-brasil;

e Avaliar a composi¢do da microbiota intestinal antes e apds a intervengdo com
castanha-do-brasil e relaciona-la com as demais varidveis bioquimicas

avaliadas.
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5. CASUISTICA
5.1 Protocolo Experimental

Este € um estudo prospectivo de intervencédo, composto por dois momentos
de avaliacdo, o tempo basal (Tempo 0 - TO) e apds a intervencao (Tempo 1 — T1),
no qual os participantes receberam 1 noz de castanha-do-brasil por dia
(aproximadamente 320 ug de selénio/dia), durante 60 dias.

Em ambos os tempos foram realizadas: uma coleta de fezes para
caracterizacdo da microbiota intestinal e uma coleta de sangue para analises de
biomarcadores inflamatérios, parametros para avaliacdo do estado nutricional em
relacdo ao selénio e da permeabilidade intestinal.

Também foi realizada a avaliagdo antropométrica, com medidas de peso,
estatura, para célculo do indice de Massa Corporal (IMC) e circunferéncia da cintura
(cc). A avaliacdo da ingestédo alimentar foi realizada por meio de Registro Alimentar
de 3 dias (sendo um dia no final de semana) (ANEXO 4).

Para caracterizacdo dos participantes, foi aplicado um questionario sobre
informacdes socioecondmicas, nivel de atividade fisica, tempo de diagnédstico da
doenca, antecedentes familiares para doencas crénicas ndo transmissiveis, uso de
medicamentos, presenca de animais de estimacdo na casa e forma de nascimento

(parto normal ou cesaria).
5.2. Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo e dado ciéncia no Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (HC/FMUSP), sob o Parecer nimero: 1.757.364 (ANEXO 1).

Todos os participantes foram esclarecidos sobre os procedimentos aos quais
seriam submetidos e o destino do material bioldgico coletado, assim como, a
demanda de tempo necessaria para a realizacdo do estudo. Foram informados
também sobre o direito de desistir de participar da pesquisa em qualquer momento,
sem constrangimentos ou prejuizos ao seu atendimento no ambulatério, como

descrito no
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), assinado e entregue aos
participantes. O TCLE descreve ainda informagdes sobre o projeto, de acordo com a
Resolucdo CNS n° 510/20186, itens lll, IV e V, que tratam da protecéo dos participantes e
orienta procedimentos referentes as pesquisas que nhecessitam experiéncias com
humanos (ANEXO 2).

5.3. Selecao dos Participantes

Foram convidados para participar da pesquisa 112 pacientes com diabetes
mellitus tipo 2, de ambos sexos, com idade entre 30 e 60 anos de idade, atendidos
no ambulatério de endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de S&o Paulo.

5.4 Critérios de inclusao

Foram incluidos na pesquisa voluntarios com diagndstico de diabetes mellitus
tipo 2, que ndo estivessem fazendo uso de suplementos vitaminico-mineral, probidticos,
antibidticos, inibidores, bomba de prétons, antagonistas do receptor H2,
antidepressivos, antiacidos, laxativos ou castanha-do-brasil e ndo ter alergia a
oleaginosas. Nao fumantes ou que nao consumissem bebida alcéolica com regularidade.

Sem historico de doenca renal, hepatica ou disturbios da tireoide.
5.5. Critérios de excluséo

Nao foram incluidos no estudo os participantes que faltaram para a segunda fase
da pesquisa (T1) (n=21) ou que nao entregaram o Registro Alimentar de 3 dias (n=02) ou

ainda que nao realizaram a coleta das fezes (n=04)

@) Fluxograma do estudo esta apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma das atividades do estudo. Sdo Paulo, 2019.

Efeitos da castanha-do-brasil (Berthelletia excelsa HBK.) sobre o status de selénio, biomarcadores inflamatorios e a composicio da microbiota fecal de

‘

Procedimentos Eticos
Pesquisa aprovada pelos Comités de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas e do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina,
ambos da Universidade Sao Paulo
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Legenda: TO: Tempo 0; T1: Tempol; IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura;
Se: selénio; SELENOP: Selenoproteina P; HbA;.. hemoglobina glicada; CT: colesterol total; HDL-c:
lipoproteina de alta densidade; LDL-c: lipoproteina de baixa densidadel; TG: triacilglicerol; IL6:
interleucina 6; IL10: interleucina 10; TNF-a: Fator de necrose tumoral; MCP: Proteina quimiotética de
mondcitos; PCR: Proteina C reativa; LPS: lipopolissacarideo.
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6.MATERIAL E METODOS

6.1 Caracterizacdo da castanha-do-brasil

As castanhas-do brasil utilizadas nessa pesquisa foram fornecidas pela empresa
Agropecuaria Aruana S/A (ltacotiara-AM). As castanhas foram trituradas para analises
de composicado centesimal, perfil de acidos graxos e concentracdo de selénio e demais
minerais (zinco, cobre, manganés, magnésio).

As andlises de composi¢cdo centesimal, as cinzas e lipideos, foram conduzidas de
acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz e da Association of Official Analyctical
Chemists (AOAC) (2006) para analise de proteinas. A concentracdo de minerais foi
determinada pelo método de espectrofotometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS, Perkin Elmer DRC Il), previamente padronizado pelo Laboratério de
Toxicologia e Essencialidade de Metais, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo (BATISTA, et al., 2009). A determinacéo
de carboidratos foi estimada por diferenca.

Os &cidos graxos presentes na castanha foram extraidos segundo o método
descrito por Folch, Lee e Stanley (1957). Em seguida, os lipidios foram transformados em
ésteres metilicos para a identificacdo e quantificacdo por cromatografia gasosa de acordo

com a metodologia descrita pela AOAC (2002).

6.2 . Avaliacdo Antropomeétrica

6.2.1. Peso

Para afericdo do peso foi utilizada balanca antropométrica com graduacédo de
100g. Os participantes foram posicionados no centro da balanga, com roupas leves

e sem calcados, em posi¢éo ereta e com os bracos estendidos ao longo do corpo.

6.2.2. Estatura

A estatura foi aferida utilizando estadiometro, estando o0s participantes
descalcos, em pé com o0s pés juntos, e bracos estendidos ao longo do corpo,

olhando para a linha do horizonte com a cabeca formando um angulo de 90°
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6.2.3. indice de massa corporea

O indice de massa corporea (IMC) foi calculado dividindo-se o peso atual pela
estatura ao quadrado, sendo que o peso foi aferido em quilogramas e a estatura em
metros, e o resultado analisado de acordo com a classificacdo proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2000).

6.2.4. Circunferéncia da cintura

A circunferéncia da cintura foi medida no ponto médio entre o rebordo costal
inferior e a crista iliaca, segundo orientacdo, utilizando fita métrica ndo elastica
(SBC, 2017). A circunferéncia da cintura foi realizada logo apés a medicdo da

estatura, para que o participante mantivesse a mesma posicao.

6.2.5. Avaliagdo da ingestao alimentar

Para avaliacdo da ingestdo alimentar foi utilizado o método de Registro
Alimentar de 3 dias, com o registro de todos os alimentos consumidos em dois dias
durante a semana, mais um dia no final de semana, em ambos os tempos (TO e T1).

A ingestdo alimentar foi calculada utilizando a Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO) e a Tabela United States Department of
Agriculture (USDA).

A adequacdo das dietas foi realizada por meio da Dietary Reference
Intakes (DRI), considerando os macronutrientes e selénio. A necessidade estimada
de energia (EER - Estimated Energy Requeriment) foi calculada para obter a
adequacao energética das dietas dos participantes, segundo preconizado pelo
Institute of Medicine (2002). Os valores da ingestao de selénio foram ajustados pela
energia quando os resultados apresentaram distribuicdo normal segundo o método

residual proposto por Willet (1998).

6.3 Coleta dos materiais biolégicos

6.3.1 Sangue
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Amostras de 20 mL de sangue foram coletadas no periodo da manha,
estando os participantes em jejum de no minimo 10h, distribuidos em tubos com
EDTA para analise da concentracdo de selénio e um tubo sem coagulante para
determinacao do perfil lipidico e marcadores de inflamacéo.

Apés a coleta, o plasma e o soro foram separados do sangue total por
centrifugacdo a 3.000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C, sendo acondicionados em
microtubos de polipropileno e armazenados a -80°C para posterior andlise. Em
seguida, a massa eritrocitaria obtida do sangue total foi lavada trés vezes com 5mL
de solucéo salina a 0,9%, homogeneizada lentamente por inversao e centrifugada a
10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. Apos a ultima
centrifugacdo, a solucdo salina foi aspirada e a massa de eritrocitos foi
cuidadosamente extraida com micropipeta e colocada em microtubos de

polipropileno e armazenada a -80°C até o momento da analise.

6.3.2. Fezes

As amostras de fezes dos participantes foram coletadas em recipientes plasticos
esterilizados e armazenadas em refrigeracdo, desde o momento da coleta, sendo
mantida em gelo durante o transporte até entrega ao pesquisador. O periodo entre a
coleta das fezes e 0 armazenamento a -80°C ndo excedeu o prazo de 12 horas. As
amostras foram separadas em aliquotas e armazenadas em tubos criogénicos de 2 ml,
a -80 °C, para posterior andlises de selénio nas fezes e isolamento de DNA para

avaliacdo da composi¢cao da microbiota intestinal.

6.4. Parametros bioquimicos de avaliacado do selénio

6.4.1. Determinacdo de selénio no plasma, eritrocitos e fezes

As concentragdes de selénio no plasma, nos eritrocitos e nas fezes foram
determinadas pelo método de espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS Perkin Elmer DRC II). Para isso, 100 pg/L de amostra foram diluidos
na proporcao de 1:50 em um tubo de polipropileno desmineralizado, contendo solu¢ao
de Triton X-100 a 0,01% e acido nitrico a 0,5% (v/v), conforme descrito por Batista et al.

(2009). As analises foram realizadas no Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de
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Metais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Sao Paulo (Ribeirdo
Preto - SP).

6.5. Determinacao enzimatica

6.5.1.Glutationa peroxidase

A atividade da enzima GPX foi determinada nos eritrocitos. Esta analise foi
realizada de acordo com a metodologia proposta por Paglia & Valentine (1967), em
um analisador bioquimico Labmax 240, usando kit disponivel comercialmente
(Ransel; Randox Laboratories, UK). Também foi determinada a concentracdo de

hemoglobina, e a atividade da enzima foi expressa em U/g de hemoglobina.

6.5.2. Determinacado da concentracdo plasmética de SELENOP

A determinagdo da concentracdo de SELENOP foi realizada por ensaio
imunoenzimatico indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -ELISA), como

descrito pelo fabricante (Cloud-Clone Corp.®; Texas, EUA).

6.6. Determinacdes dos parametros glicémicos e lipidicos

A determinacdo da glicemia foi realizada pelo método enzimético e a
determinacdo do percentual de hemoglobina glicada foi dosada pelo método de
turbidimetria, reconhecido pela National Glycohemoglobin Standardization
Program (NGSP). Ambas determinagdes foram realizadas com os kits comerciais
Glicose Liquiform® e HbA;. turbiquest® (Lagoa Santa-Minas Gerais, Brasil),
respectivamente.

As concentracbes de colesterol plasmatico total, HDL-colesterol. LDL-
colesterol e triglicerideos foram realizadas por métodos enzimaticos comerciais
Colesterol Liquiform®, HDL, LDL Liquiform® e Triglicérides Liquiform® (Labtest,

Lagoa Santa-Minas Gerais, Brasil), respectivamente.

6.7 Determinacdo dos marcadores inflamatérios e permeabilidade intestinal
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A determinacdo das citocinas IL-8, IL-1B, IL-10, TNF, IL-12p70 foi realizada
no plasma, por meio da CBA Human Inflammatory Cytokines Kit (BD). A
concentracdo sérica da proteina de ligagcdo de lipopolissacarideo (LBP) foi
determinada no plasma por imunoadsorcéo (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -
ELISA), conforme protocolo proposto no kit comercializado por Cloud-Clone
Corp® (Katy, Texas, EA).

6.8. Andlise da composicado da microbiota intestinal

A extracdo do DNA bacteriano das amostras de fezes foi realizada utilizando
o PSP® Spin Stool DNA kit (Stratec®, Berlim, Alemanha), de acordo com instrucdes

do fabricante, e quantificado em espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific®, Massachusetts, EUA). As amostras foram armazenadas a -80°C até o
momento da analise.

O DNA isolado foi utilizado como molde para amplificacdo do gene codificador
de RNA ribossomal 16S (RNAr 16S) na regido V1-V2 por reacdes de polimerase em
cadeia (PCR), adicionando-se primers especificos para bactérias (27F e 338R),
como descrito por Caporaso et al. (2012). Apés o PCR, todas as amostras foram
purificadas usando AGENCOURT AMPure XP Beads (Beckman Coulter®, Brea, CA,
EUA) e testadas por gel de eletroforese para averiguar a qualidade e o tamanho do
DNA.

A biblioteca de DNA foi preparada com aliquotas de todas as amostras e
purificada por meio do kit silica-membrane based NucleoSpin clean-up (Machery-
Nagel GmbH & Co., Duren, Alemanha). Finalmente, a biblioteca foi sequenciada na
plataforma Illumina MiSeq®System (lllumina INC, San Diego, CA, EUA) pelo Centro
de Facilidades de Apoio a Pesquisa — Universidade de Sé&o Paulo (CEFAP-
USP/GENIAL).

6.9 Andlise de Bioinformaética

Os dados brutos do sequenciamento foram processados utilizando o pipeline
Quantitative Insight into Microbial Ecology (QIIME, versdo 1.9.0), usando os

parametros padrbes do programa (CAPORASO et al.,, 2010). A quantidade de
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leituras foi normalizada e rarefeita em 9800 sequéncias para excluir a profundidade
diferente de sequenciamento entre as amostras. Apds 0 pré-processamento, as
sequéncias paired-end foram wunidas baseadas nas regibes sobrepostas
(join_paired_ends.py). As sequéncias representativas foram filtradas por qualidade e
clusterizadas em OTUs (operational taxonomic units) pelo método UCLUST (open
reference) com 97% de similaridade (pick_otus.py e pick_rep_set.py) e o banco de
referéncia SILVA (release 132) (QUAST et al.,, 2013) foi utilizado para atribuir
taxonomia (assign_taxonomy.py).

Os dados do microbioma foram analisados utilizando o software R verséo

1.1.463 (http://www.r-project.org). Todas as analises estatisticas pareadas para

comparar o TO e T1 foram realizadas com o teste Wilcoxon. O nivel de significancia
adotado foi de 5%. A alfa diversidade foi calculada pelos indices: abundancia relativa
(indice Shannon) e absoluta (Espécies observadas), diversidade estimada (Chaol) e
filogenética (Diversidade filogenética) com comando core_diversity.py no QIIME. A
partir desse comando, determinou-se também a abundancia das bactérias em nos
niveis taxondmicos filo, classe, ordem, familia e género.

A beta diversidade das amostras foi medida pelas matrizes de distancias
ponderadas UniFrac baseadas em dados de abundancia quantitativa (weighted) e
presenca-auséncia (unweighted) de espécies, gerados usando o pacote Vegan
dentro do pacote R. A analise multivariada permutacional de variancia
(PERMANOVA) permitiu avaliar os efeitos globais da intervencdo com castanha-do-
brasil, bem como a relagdo com as covariaveis de interesse, avaliadas, sobre a
composicdo do microbioma dos individuos (ANDERSON, 2001; LOZUPONE et al.,
2010). A analise de coordenada principal (PCoA) com as métricas de distancias
UniFrac foi realizada para visualizar a variacdo e separa¢do das amostras.

Os enterdtipos foram identificados seguindo o protocolo descrito por
(ARUMUGAM et al., 2011) e disponivel em
http://enterotype.embl.de/enterotypes.html. As amostras foram clusterizadas de
acordo com as distancias UniFrac. O numero 6timo de clusters foi estimado pelo
indice Calinski-Harabasz (CH) e avaliado pela técnica de validacéo silhouette quanto
sua robustez.

Os géneros identificados nas amostras também foram avaliados quanto a

variacdo de sua abundéancia entre os tempos (delta = T1 - TO). A relacdo entre o
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delta das variaveis bioquimicas e dos géneros foi avaliada pelo teste de correlacao
Pearson com a biblioteca reshape2 no R. Para visualizacdo dos dados, construiu-se
um mapa de calor (heatmap) com os valores de coeficiente de correlagdo (R) e com
marcac0Oes das correlacdes significativas (p<0,05).

Por fim, as abundancias das OTUs foram comparadas entre os tempos pelo
teste t ndo paramétrico e aquelas que sofreram alteracdo significativa (p<0,05) com
a intervencdo foram exploradas na analise de regresséao linear. O modelo de
regressao linear também foi utilizado para analisar a associacdo entre géneros e
parametros bioquimicos com os pacotes Ime4 e ImerTest no R, ajustada pelos

efeitos aleatérios (variacdo interpessoal).

6.9. Controle de contaminacéo

Todo o material utilizado para analises de selénio foi desmineralizado em
banho de acido nitrico a 30%, pelo periodo minimo de 12 horas, e enxaguado pelo
menos 10 vezes consecutivas com &gua nanopura, minimizando assim a
contaminacdo por minerais. O material utilizado nas demais determinacbes foi

esterilizado.

6.10. Avaliacdo estatistica

Os resultados foram analisados e apresentados em média e desvio-padréo,
frequéncia absoluta (n) e relativa (%). Utilizou-se o programa Statistical Package for
the Social Sciences, versdo 23.0 (SPSS, Chicago, IL, USA), e o0 R versédo 1.1.463
para a analise dos dados. Para avaliar o efeito da intervencdo sobre as variaveis
apresentadas, aplicou-se o teste Wilcoxon para amostras dependentes. Considerou-
se p-valor menor que 0,05 para discriminacdo de médias estatisticamente diferentes.
Além disso, quando apropriado, o valor de p foi corrigido de acordo com 0 método
de controle de False Discovery Rate (FDR) proposto por Benjamini & Hochberg

(1995), que reduz a propor¢ao de falsos positivos.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Caracterizacao da castanha-do-brasil

A composicao centesimal e a concentracdo de minerais foram determinadas
em amostras aleatdrias das castanhas utilizadas nesse estudo. As castanhas
apresentaram altas concentragfes lipidicas (72,64%), seguida de proteinas
(15,91%) e dos carboidratos (11,47%), resultados semelhantes foram encontrados
por Stockler-Pinto et al. (2015), com percentual de 75% de lipideos, 15% de
proteinas e 10% carboidratos.

Além dos macronutrientes a castanha-do-brasil, também fornece
micronutrientes e compostos bioativos. Merece destaque o alto teor de selénio
dessa oleaginosa, sendo considerada como excelente fonte desse mineral
(CARDOSO et al., 2017; GARCIA-ALOY et al., 2019).

A concentracdo de selénio presente nos alimentos depende principalmente da
concentragédo desse elemento no solo. Nesse sentido, foi avaliada a concentragao
de selénio de castanhas-do-brasil de 71 castanheiras, de diferentes localiza¢des do
Brasil, onde se observou a variacdo do teor de selénio de < 0,5 a 146,6 mg de
selénio por kg™. (SILVA JUNIOR et al., 2017). A quantidade de selénio encontrada
em uma noz da castanha-do-brasil, com peso médio de 5g, utilizada nesse estudo,
foi de 395,5ug de selénio. Na Tabela 1 encontram-se os dados da caracterizagéo

das castanhas-do-brasil utilizadas nesse estudo.

Tabela 1. Composicdo centesimal das castanhas-do-brasil (Bertholletia excelsa
BHK) utilizadas neste estudo. Sao Paulo, 2019.

Variavel 100 g 1 noz (59)

Energia (kcal) 685,1+18,1 34,6+1,1
Umidade (%) 0,9+0,0 0,0+0,0
Proteina (g) 17,0+£0,4 0,8 0,0
Lipidios (g) 63,3+2,0 3,0+0,0
Carboidratos (g) 19,8+ 3,8 0,9+0,2
Cinzas (g) 2,610,2 0,2+0,0
Selénio (mg) 8,0+1,6 0,4+0,5

Resultados em média * desvio padréo.
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Apesar da grande proporc¢éo lipidica, a castanha-do-brasil ndo é considerada
fonte desse macronutriente, visto que a quantidade de lipideos fornecida por meio
da ingestdo de uma noz de castanha de uma noz de castanha € de 3g (27 kcal), que
corresponde a aproximadamente 6% da ingestdo habitual dos participantes. A
composicdo dos acidos graxos presentes na castanha-do-brasil, utilizadas nesse
estudo foi de nesse estudo encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2. Perfil de acidos graxos da castanha-do-brasil. Sdo Paulo, 2019.

Composto Acidos graxos Concentracao (%)
C 18:2c Linoléico 42,16 £ 0,14
C 18:1c Oleico 31,24 £ 0,05
C 16:.0 Palmitico 14,74 + 0,09
C 18:.0 Estearico 10,88 + 0,05
c 16:1 Palmitoléico 0,35+ 0,02
C 20:3 w-3 Eicosatriendico 0,14 £ 0,01
C 20:0 Araquidico 0,24 + 0,02
C17.0 Margarico 0,07+0,0
C 14.0 Miristico 0,05+0,0
C 18:3 Linolénico 0,05+0,0
C 220 Behenico 0,05+0,0
C 20:1 Gadoléico 0,05+0,0
ci7:1 Heptadecendico 0,02+0,0
- Nao identificado 0,1+0,01

Resultados em média + desvio padrao.

7.2 Caracterizagdo dos individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Durante o periodo de selecéo e de acordo com os critérios de incluséo, foram
convidados 135 voluntarios. Destes, 70 aceitaram o0 convite, mas somente 56
voluntarios compareceram a primeira coleta (TO) e 29 participantes concluiram a
pesquisa, retornando apos o periodo de intervencdo com a castanha (T1). A
média da idade dos participantes foi 54,9+3,6 anos, sendo 11,7+6,9 anos o tempo
médio de diagndstico da doenca.

Os participantes nao utilizaram suplemento vitaminico-mineral, antibioticos

ou probiodticos, por pelo menos 4 meses antes do inicio do estudo. Nao
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apresentavam doencas associados ao diabetes. No entanto, todos relataram pelo
menos 1 caso de doenca no histérico familiar como: diabetes mellitus (68,97%),
hipertensdo arterial (68,97%), dislipidemia (20,69%), doenca cardiovascular
(27,59%), doenca renal (17,24%) e cancer (48,28%). Os aspectos
socioecondmicos estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas socioecondémicas dos participantes. Sdo Paulo, 2019.

Variavel N %
Género
Masculino 15 51,7
Etnia
Branco 14 48,28
Pardo 9 20,69
Negro 6 31,03
Renda familiar
2-4 SM 13 44,8
5-7 SM 10 34,5
> 8 SM 6 20,7

Escolaridade

Ensino fundamental incompleto 6,9
Ensino fundamental completo 3,4
Ensino médio incompleto 14 48,3

PN

Ensino médio completo 1 3,4
Ensino superior incompleto 2 6,9
Ensino superior completo 9 31,0
Estado civil

Solteiro 9 31,0
Casado 16 55,2
Divorciado 3 10,3
Viavo 1 3,4
Pratica de atividade Fisica

Nao 16 55,2

Dados apresentados em frequéncia absoluta (n) e relativa (%).
Legenda: SM: salario minimo vigente durante o} estudo (R$937,00).
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Mais da metade dos participantes (55%) relataram nao praticar nenhum
tipo de atividade fisica. Em relacdo ao consumo de bebida alcodlica, 17,24% da
populacdo avaliada tinha habito de ingerir bebida alcodlica (cerveja ou vinho) 1
vez por semana e 69% dos participantes nunca fumaram, sendo 31% ex fumante
a pelo menos 10 anos. Entre as mulheres avaliadas 11 (38%) tinham pelo menos
1 filho, com idade minima de 14 anos. Todos o0s participantes utilizavam o
medicamento da classe biguanidas (metformina) para controle glicémico. Associado
ao uso desse medicamento 2 participantes (6,9%) ainda faziam uso de 6U de
insulina NPH (Neutral Protamine Hagedorn) 3x ao dia, para controle glicémico. Em
relacdo ao tipo de parto, a maioria dos participantes 25 (86,2%) relataram
nascimento de parto normal, quanto ao aleitamento materno 16 (55%) dos
participantes ndo souberam informar; 6 (27%) foram amamentados mais que 6
meses; 2 (6,9%) foram amamentados até os 6 meses de idade e 5 (17%) ndo foram

amamentados.

7.3 Avaliacdo antropomeétrica dos individuos com diabetes mellitus tipo 2
N&o foi observada diferenca nos dados antropométricos entre os tempos
avaliados. Resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas antropométricas dos individuos com diabetes mellitus tipo
2. Sao Paulo, 2019

Caracteristicas T0 T1 p-valor
Peso (kg) 76,5 (18,3) 76,9 (18,4) 0.227
74,80 (50,40 — 136,3) 74,80 (50,40 — 132,3)
Estatura (m) 1,7 (0,1) 1,7(0,1) 1,000
1,65 (1,48 — 1,87) 1,65 (1,48 — 1,87)
CC (cm) 96,6 (8,3) 96,2 (7,9) 0,217
95 (80 — 129) 94 (80 — 128)
IMC (kg/(m)2) 26,94 (4,8) 27,7 (5,3) 0,710
26,67 (18,61 — 38,56) 27,52 (18,6 — 42,16)
RCE 0,59 (0,06) 0,55 (0,06) 1,000
0,58 (0,49 — 0,71) 0,58 (0,49 — 0,71)
IC 1,32 (0,13) 1,30 (0,13) 0.856
1,31 (1,07 — 1,66) 1,31 (1,05 — 1,66)

Resultados apresentados em média (desvio padrdo); mediana (valor minimo — valor
méximo). Nao foram observadas diferencas entre os tempos TO e T1 (p<0,05) - Test
Wilcoxon - amostras pareadas.

Legenda: IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; RCE: Raz&o Cintura
Estatura; IC: indice de conicidade.
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O ponto de corte do IMC para adultos € baseado na relacéo entre o indice e
o desenvolvimento de doencas cronicas ou mortalidade. Desse modo, a
classificacdo de sobrepeso e obesidade indicam risco aumentado e muito
aumentado, respectivamente, de desenvolver doencas crbonicas. Essa
classificagéo segue padrdes internacionais, desenvolvidos para pessoas adultas
e de descendéncia europeia (ABESO, 2016). A distribuicdo dos participantes

segundo classificacdo IMC esta apresentada na Figura 08.

Figura 08. Distribuicdo percentual dos individuos com diabetes mellitus tipo 2,
segundo a classificacdo do estado nutricional pelo IMC, proposto pela World Health
Organization (2000), Séo Paulo, 2019.
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O aumento do IMC esta associado ao risco aumentado de desenvolver
complicacdes secundarias do DM2. Estudo avaliou mulheres com DM2 e o grupo
com IMC = 40 apresentou risco de desenvolver resisténcia a insulina (OR = 3,57)
e doenca cardiovascular (OD = 2,45), esses valores foram maiores, quase 0
dobro quando comparados ao grupo de mulheres com IMC < 25 a 27, que
apresentaram valores de OR = 1,7 e OR = 1,15-1,54, para risco de resisténcia a
insulina e doenca cardiovascular, respectivamente, todas as analises com IC 95%
(GRAY et al., 2015).
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Uma vez que o IMC nao distingue massa gordurosa de massa magra, a
medida da circunferéncia da cintura é indica para avaliar a distribuicdo da gordura
intra-abdominal, auxiliando na avaliacdo do risco de desenvolver doencas
crobnicas. Essa medida apresenta diferentes pontos de corte para homens e
mulheres, sendo risco cardiovascular aumentado para medida de circunferéncia
abdominal igual ou superior a 90 cm em homens e 80 cm em mulheres (ABESO,
2016). A distribuicdo percentual dos participantes segundo a avaliacdo da

circunferéncia da cintura esta apresentada na Figura 09.

Figura 09. Distribuicdo percentual dos individuos com diabetes mellitus tipo 2,
segundo a classificacdo da circunferéncia da cintura (ABESO, 2016). Sdo Paulo,
2019.
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Legenda: < abaixo do ponto de corte; > acima do ponto de corte; H: sexo masculino; F: sexo
feminino. Pontos de corte: sexo masculino: 90cm; sexo feminino: 80cm.

A adiposidade abdominal promove altera¢cdes metabdlicas, como a resisténcia
a acdo da insulina. O aumento do tecido adiposo visceral esta relacionado ao
aumento de gordura em outros 6rgaos, como figado e coracdo, sendo um importante
marcador da distribuicdo de gordura corporal. Provavelmente ha um ou mais
componentes genéticos que determinam a capacidade de expansdo e acumulo de
gordura ectopica intra-abdominal (FONTELA et al., 2017; SMITH, 2015, CORNIER et
al., 2011).
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A utilizacdo de indicadores de baixo custo, pouco invasivos e de facil
aplicabilidade tem se apresentado como uma boa estratégia para predizer

alteracdes

metabdlicas e risco de desenvolver doengas cronicas, oriundas do acumulo da
gordura abdominal. Dentre esses indicadores destaca-se a Relagdo Cintura Estatura
(RCE) e o indice de conicidade (IC) (FONTELA et al., 2017)

A relacédo entre a circunferéncia da cintura e a estatura (RCE) baseia-se no
pressuposto de que, para determinada estatura, hd& um grau aceitavel de gordura
armazenada na parte superior do corpo. Esse indicador tem sido proposto para
avaliar adiposidade central por estar fortemente associado aos fatores de risco
cardiometabolicos, incluindo hiperinsulinemia de jejum. Além da simplicidade da
execucdo, a RCE apesenta um Unico ponto de corte universal para classificacdo
(0,5), determinando o balanco entre sensibilidade e especificidade (VASQUES et al.,
2010).

O IC baseia-se na ideia do corpo humano como um cilindro, e a medida em
que a gordura € acumulada ao redor da cintura, o corpo altera sua forma de cilindro
para forma semelhante a dois cones com uma base. Formula utilizada para o calculo

do Indice de Conicidade esta apresentada na Figura 10.

Figura 10. Férmula do indice de Conicidade.

Circunferéncia Cintura (m)

Iindice C =

0,109 Peso Corporal (kg)

Estatura (m)

Legenda: indice C: indice de conicidade.

O valor 0,109 utilizado na forma consiste na constante que resulta da raiz da
razdo entre 47, originado da deducdo do perimetro do circulo de um cilindro, e a

densidade média do corpo humano de 1050 kg/ms3. Assim, o denominador € o
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cilindro produzido pelo peso e estatura de determinado individuo (VALDEZ et al.,
1993)

A média do indice de Conicidade foi de 1,30, o que significa que o grupo, em
meédia, apresentou a circunferéncia do abdémen, considerando estatura e peso, 1,30

vezes maior que a circunferéncia sem gordura abdominal. O intervalo teérico desse

indicador € de 1,00 (cilindro perfeito) a 1,73 (cone duplo), quanto maior o acumulo
de gordura na regido abdominal, mais préximo de 1,73, aumentando o risco de
desenvolver distarbios metabolicos e doencgas cronicas.

Os indicadores RCE e indice C s&o bons indicadores do risco de resisténcia a
acao da insulina. Importante ressaltar a influéncia de outras variaveis, como fatores
genéticos e estilo de vida na modulacdo da acao deste horménio (VASQUEZ, 2010).
Nao foram encontradas diferencas no ponto médio dos indices, antes e apds a
intervencdo com a castanha-do-brasil. Em relacdo a RCE todos os participantes
apresentam riso aumentado. Diferente do resultado observado para o indice C, o
qual ndo houve risco aumentado. Com base nesses dados, ndo podemos inferir que
0s participantes tém resisténcia a acao da insulina. A distribuicdo dos participantes,
segundo a classificacéo do indice de conicidade e RCE esta apresentada na Figura
11.

Figura 11. Distribuicdo dos participantes segundo indice de Conicidade e Raz&o
Cintura/Estatura. S&o Paulo, 2019.

indice de Conicidade RCE
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Legenda: RCE: Razdo Cintura Estatura.
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7.4. Avaliacdo da Ingestdo alimentar dos individuos com diabetes mellitus tipo
2.

A alimentacdo € fundamental e a0 mesmo tempo desafiadora para os
individuos com diabetes. O plano alimentar, como em todos 0s casos, mas
especialmente no diabetes tipo 2, deve ser individual e o paciente deve estar
engajado na educacdo alimentar para que a terapia obtenha melhor resultado. De
modo geral,
alimentos fonte de carboidratos complexos e proteinas sdo indicados para controle
glicémico (ADA, 2019). Os dados da ingestdo alimentar dos participantes desta
pesquisa estao apresentados na Tabela 05.

Tabela 05. Valores de ingestdo de energia, macronutrientes, acidos graxos
saturados, mono poli-insaturados e selénio dos pacientes com diabetes mellitus tipo

2, nos dois tempos de avaliagdo. Sao Paulo, 2019.

Nutriente TO T1* p-valor?® Referéncia
Energia (kcal) 1324,58 + 552,46  1370,85 + 397,45 0,53 -
Carboidratos (g) 148,81 + 62,17 148,37 + 46,99
] 0,53 45 — 65%**
Carboidratos (%) 46,0 47,2
Proteinas (g) 68,54 + 33,22 69,43 + 28,28
| 0,53 10 — 35%**
Proteinas (%) 21,7 22,9
Lipideos (g) 46,01 + 23,62 51,98 + 19,67
0,54 20 — 35%**
32,26 30,0
Colesterol (mg) 220,09 + 147,35 210,17 + 96,85 0,78 <2002
G. Monoinsaturadas (g) 14,35 + 8,06 14,70 + 7,53 0,82 -
G. Poliinsaturadas (g) 9,51 +4,89 8,72 £ 3,63 0,06 -
G. Saturadas (g) 15,08 + 8,19 15,79 + 6,95 0,75 < 7% 23
G. Trans (g) 1,09 = 0,56 1,47 + 1,33 0,39 -
Fibras (g): 15,76 + 7,55 15,29 + 5,72 056  38/25%°
Selénio (ug) 37, 09 + 56,80 429,66 + 55,42 0,000 45"

Resultados em média + desvio padrdo. Legenda: “Teste wilcoxon para amostras pareadas
com os valores residuais de cada nutriente; - Ndo recomendacao especifica para o diabetes;
+sem os valores da castanha-do-brasil ‘Necessidade Média Estimada (EAR/DRI/2014), 2IDF
(2017); Calculado sobre a quantidade total de gorduras; “Homens / Mulheres; *Ingest&o
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adequada (AI/DRI/2005) “Faixa de distribuicdo de macronutrientes aceitavel (AMDR/DRI).
TO: Tempo 0; T1: Tempo 1.

N&o houve diferenca significante da ingestdo de macronutrientes entre os
tempos avaliados. Os estudos ainda sdo inconclusivos acerca da distribuicdo
especifica de macronutrientes indicada para o tratamento do diabetes (EMADIAN et
al., 2015). Contudo, o mais importante € manter a énfase em padrdes saudaveis de
alimentacdo para o diabetes, como a dieta do mediterraneo (BOUCHER, 2017),
dieta baseada em vegetais (PAWLAK, 2017), e DASH do inglés Dietary Approaches
to Stop Hypertension (CAMPBELL, 2017), as quais abordam alimentos ricos e
diversos nutrientes e retirando o foco de nutrientes especificos, surgindo como boa
estratégia para o tratamento do diabetes tipo 2 (MARINYUK, 2017). Dessa
maneira, considerando a auséncia de uma referéncia especifica para avaliacao
da adequacédo da ingestdo de macronutrientes para individuos com DM2, utilizamos
como parametros Dietary Reference Intakes (DRI), propostos pelo Institute of
Medicine (IOM), indicados para populacdo sem doenca.

LEY et al (2014) em uma ampla revisdo evidenciaram que a ingestdo de
proteina na ordem de 20% a 30% foi eficiente em aumentar a saciedade, auxiliando
na reducdo de peso de individuos com DM2. Além disso, a ingestdo de proteinas
pode aumentar a resposta da insulina (ADA, 2019).

Em relacdo aos carboidratos a ingestdo deve enfatizar alimentos ricos em
fiboras, como vegetais, frutas, legumes e cereais integrais. A substituicdo de
carboidratos refinados e acucares simples por carboidratos complexos, assim como
de gordura saturada por monoinsaturadas e poli-insaturadas foi capaz de reduzir a
HbA1. e melhorou a resisténcia a insulina, assim como melhorou a secrecdo deste
horménio (MCMACKEN; SHAH, 2017).

Além disso, uma dieta de baixa razdo w-6 / w-3 esta relacionada com a
melhora da homeostase da glicose no sangue, com a reducdo da inflamacéao
sistémica, com a reducdo da expressdo de receptores de produtos de glicacdo
avancada nas paredes dos vasos renais, diminuindo o risco de nefropatias
diabéticas (LEE et al., 2019).

A gordura da dieta deve fornecer principalmente acidos graxos mono e poli-
insaturados. Recomenda-se a ingestao de alimentos ricos em acidos graxos n-3 de

cadeia longa, como de peixes (EPA e DHA), nozes e sementes (ALA), uteis para
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melhorar o metabolismo da glicose e reduzir o risco de doenca cardiovascular (ADA,
2019).

Avaliar a ingestdo alimentar € uma atividade complexa, tanto pela coleta de dados
como em sua analise. A complexidade aumenta quando se avalia a ingestdo de
micronutrientes. A concentracdo de minerais no alimento esta diretamente relacionada a
sua concentragao no solo, seja por meio da agricultura ou da pecuaria. Por esse motivo,
pode ocorrer discrepancia nas concentracdes de minerais apresentadas nas bases de
dados para analise da ingestdo (STOFFANELLER; MORSE, 2015).

As duas principais formas dietéticas de selénio sdo a selenocisteina derivada de
alimentos de origem animal e a selenometionina que pode ser obtida por meio de
alimentos de origem animal e vegetal (STOFFANELLER; MORSE, 2015).

A média de ingestao de selénio dos individuos com DM2, teve aumento maior que
90% ap0os a intervengdo com a castanha. Por ser considerada boa fonte de selénio, ndo
somente por ter altas concentragdes, mas também por apresentar boa disponibilidade, é
que a castanha-do-brasil € utilizada como suplementacdo deste mineral (DONADIO et al.,
2018; HU et al., 2016; CARDOSO et al., 2016).

Em uma ampla revisdo sobre a ingestdo de selénio na Europa e Oriente Médio,
Stoffaneller e Morse (2015) sugerem a ingestdo de 90 a 100 pg selénio/dia como
adequada para a expressdo maxima da GPX. Considerando essas recomendacdes, 73%
dos estudos por eles avaliados encontravam-se abaixo. Contudo, ao se considerar a
recomendacao da OMS (FAO/WHO 2004), de 63 pg selénio/dia, somente 12% desses

estudos ficaram abaixo dos valores recomendados.

7.5 Efeitos da suplementacdo sobre os parametros bioquimicos avaliados nos
individuos com diabetes mellitus tipo 2.

7.5.1. Status de Selénio

O estado nutricional relativo ao selénio € resultado da ingestédo, retencdo e
metabolismo desse mineral. Dessa forma, além de avaliar o estado nutricional, por meio
da ingestédo, também se avalia o status de selénio por meio de sua concentracdo nos

tecidos, por sua funcgédo e sua eliminagéo (COMBS, 2015).
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A distribuicdo dos participantes segundo os parametros bioguimicos de selénio
esta apresentada na Tabela 06.

Tabela 06. Efeito da suplementacdo com castanha-do-brasil sobre o status de

selénio de individuos com diabetes mellitus tipo 2. S&o Paulo, 2019.

Selénio nas fezes?

SELENOP 3 7083,9+1208,3 6369,8+1143,9

Marcadores TO T1 Delta p-valor* Ref
(%)
Selénio no 115,4 + 43,9 201,98+71,6
plasma ! (58,3 — 240,9) (89,3-373,3) 9282 <0,001 60-120
Selénio nos 188,0+£82,7 444,32+ 167,0
eritrécitos’ (109,4-188,0) (148,85-9255) 10316 <0.001 90-130

177,6+78,5 390,5+249,9

< -
(69.5-370,5)  (70.1-1136,7) 10631 <0001

(8883,0 — 51102,0) (3323,0 — 8985,0) 36 0,026 )
. . 69,8+ 23,7 83,37 +42,3 27,5-
Atividade da GPX (1413 - 124.8) (2922028 3061 0040 73,6

Resultados apresentados em média + desvio padrao, Valores Minimo e Maximo (min — max)
Legenda: TO: Tempo O; T1: Tempo 1; GPX: glutationa peroxidase; Delta: diferenca entre T1 e TO.
*teste Wilcoxon para amostras dependentes e considerado significante quando p<0,05; **:Referéncia
proposta pelo kit disponivel comercialmente (Ransel®, Randox Laboratories, UK). 1. Valores em
ug/dL; 2. Valores em ppb; 3. Valores em ng/ml; 4. Valores em U/gHb

A concentracdo plasmatica de selénio € um biomarcador sensivel e reflete as
alteracdes da ingestdo a curto prazo. O selénio eritrocitario permite avaliar
alteracdes do estado nutricional, visto que responde as alteracbes a longo prazo
(COMBS, 2015).

O estado nutricional dos individuos em relacdo ao selénio esta apresentado nas
Figuras 12 e 13.

Figura 12. Distribuicéo percentual dos participantes segundo concentracao de selénio nos
eritrocitos. Sao Paulo, 2019

100 93,10
80 68,97
60
S 40 31,03

20 6,90

0 I

90 - 190 pg/L > 190 pg/L
TO mT1

Legenda: TO: Tempo O; T1l: Tempo 1. Intervalo de referéncia de 90 a 190 ug/L proposto por
VANDAEL; DEELSTRA, 1993.



Resultados e Discussdo 2

Figura 13. Distribuicdo percentual dos participantes segundo concentracéo de selénio no
plasma. S&o Paulo, 2019

100 93,1
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60 5L.7 44,8

%

40

20 34 o 6,9
0 |
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Legenda: TO: Tempo 0; T1l: Tempo 1. Intervalo de referéncia de 60 a 120 ug/L proposto por
VANDAEL; DEELSTRA, 1993.

A concentracdo de selénio plasméatico apresentou aumento de 95,8% apos a
intervencdo. Navia et al. (2014) observaram correlacdo diretamente proporcional
entre a ingestdo de selénio e sua concentracao sérica (r = 0,169; p <0,05). Outros
estudos com suplementacdo de selénio por meio da castanha-do-brasil observaram
aumento da concentracdo sérica deste mineral. A ingestdo de seis nozes de
castanha-do-brasil, forneceu 48ug de selénio/dia, promoveu aumento de 19,62% a
concentragdo plasmatica de selénio (HU et al., 2016). De maneira semelhante, a
suplementacdo de idosos com comprometimento cognitivo leve, com uma noz de
castanha-do-brasil, contendo ~300ug de selénio/dia, durante 8 semanas, aumentou
226% (CARDOSO et
al., 2016); assim como a ingestdo de ~350ug de selénio/dia, durante 4 semanas,
aumentou 67% a concentracao plasmatica de selénio em adultos sem doenca
(DONADIO et al., 2018).

De maneira semelhante, a concentracdo de selénio nos eritrécitos aumentou
pouco mais de 160% nos pacientes com DM2. Outros estudos que utilizaram a
castanha-do-brasil como fonte de selénio também observaram aumento de ~150% a
concentracéo de selénio eritrocitario em idosos com comprometimento cognitivo leve
(CARDOSO et al. 2016) e ~62% em adultos sem doenca (DONADIO et al., 2019) da

concentracéo de selénio eritrocitario.
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A SELENOP representa 50% do selénio plasmético, sendo expressa
principalmente no figado, mas também apresenta expresséo significativa em outros
tecidos, incluindo o colon. A suplementacdo com proteina do leite enriquecida com
selénio (150ug de selénio/dia) aumentou a expressao proteica de SELENOP no
c6lon em humanos. A avaliagdo do célon pode indicar como a ingestdo de selénio,
assim como presenca de alteragcbes génicas, como polimorfismos nos genes que
expressam selenoproteinas, influenciam na expressdo e funcdo dessas
selenoproteinas (MEPLAN; HESKET, 2012).

A suplementacgédo de 75 pg de selénio/dia em adultos sem doenca, foi capaz
de aumentar 52% da concentragdo de SELENOP (XIA et al., 2010). Apds a
suplementacdo com seis nozes de castanhas-do-brasil, com peso médio de 3g
(48ug selénio/dia), durante 6 semanas, houve aumento de 89% na expressao génica
da SELENOP (HU et al.,, 2016). A ingestdo de ~350 pg de selénio/dia, por 8
semanas, aumentou a concentracdo de SELENOP de 3,4 mg/L para 3,9 mg/L
(p=0,001) (DONADIO et al., 2019).

Outro marcador do status de selénio € a atividade da GPX, visto esta ser
considerada um marcador que se correlaciona com o estado nutricional em relacao
ao selénio (NEVE, 1991). Os resultados da atividade enzimatica estio apresentados

na Figura 14.

Figura 14. Atividade da enzima glutationa peroxidase nos eritrécitos dos individuos

com diabetes mellitus tipo 2, em ambos os tempos avaliados. Sdo Paulo, 2019.
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Legenda: GPX: glutationa peroxidase. Test Wilcoxon amostras pareadas (p<0,05).

A distribuicdo dos participantes segundo a atividade da GPX esta

apresentada na Figura 15.
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Figura 15. Distribuicéo percentual dos participantes segundo a atividade da GPX. Sao Paulo,
2019.

100

80 65,52

60
44,83

40 31,03
20,69
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0

<275U/gHb  27,5-73,6 UlgHb  >73,6 U/g Hb

%
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Resultados apresentados como média. Test Wilcoxon amostras pareadas (p<0,05)
Valores de referéncia 25,7 — 73,6 U/g Hb Legenda: GPX: glutationa peroxidase.

Estudo com suplementagcdo com castanha-do-brasil (~290 pg de selénio/dia)
mostrou aumento da atividade enzimética da GPX apds a intervencdo em
adolescentes com DM tipo 1, representando aumento de 14,7% na atividade dessa
enzima (PIRES, 2012).

Cardoso et al. (2016) observaram aumento de 29% da atividade da GPX
eritrocitaria ap0s a intervengcdo com castanha-do-brasil em idosos com
comprometimento cognitivo leve. Resultado semelhante foi encontrado no estudo de
Cominetti e colaboradores (2011) ao avaliarem mulheres obesas, o qual observou
aumento da atividade enzimética da GPX nos eritrécitos de 34,3 U/g Hb para 51,4
U/g
Hb, apds a intervencdo com castanha-do-brasil. Em ambos os estudos foi oferecida
uma noz de castanha-do-brasil ao dia, contendo aproximadamente 290ug de selénio

por unidade de castanha, por 60 dias.

7.5.2. Perfil lipidico e glicémico

Alteracbes no status de selénio parecem refletir na homeostase glicEémica.
Houve reducéo significativa do percentual da hemoglobina glicada (HbA1) (p=0,000).
Sendo assim, a intervencdo com a castanha-do-brasil aproximou os individuos ao
percentual de HbA;. atendendo o proposto pela ADA (2019), cujo objetivo é reduzir

de 0,3 a 2% da HbA;. apenas com a Terapia Nutricional. No entanto, ndo foram
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observadas diferencas significativas nos marcadores do perfil lipidico. Os resultados
referentes ao perfil glicémico e lipidico, estdo apresentados na Figura 16

Figura 16. Marcadores glicémicos e lipidicos, segundo o tempo de avaliacdo, dos

individuos com diabetes mellitus tipo 2. Sado Paulo, 2019

p=0,991 _ p=0,695
{—‘ p=0,525 {—‘ p<0,001
250 166, 5 165 6 146, 2138 i 182 8 1781 0809
7,5
200 [ ’ p=0,590 6,7
150 116,5 114,8 ' ‘
T T 5
100 421 403 <
: I
Glicose LDL-c HDL-c L
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Resultados apresentados em média e DP. Test Wilcoxon para amostras pareadas.
N&o foi observada diferenca estatitica significativa (p<0,05) entre os tempos (TO, T1), com
excecdo do percentual de hemoglobina glicada (HbA).

Valores de referéncia: glicemia de jejum (< 126 mg/dL)t; * (<7%) ADA; 2019; triglicerideos (< 150
mg/dL)?; colesteral total (<190 mg/dL)%; HDL-c (> 40 mg/dL)?;, LDL-c (< 130 mg/dL) - VI Diretriz
Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose, 2017. Legenda: CT: colesterol
total; TG: triacilglicerideos.

A Associacdo Americana de Diabetes (ADA) define como critério diagnostico
para diabetes 6,5% de HbA;.. Porém, para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2,
foi proposta a adocdo de estratégias que permitam maior flexibilidade ao adotar
valores individuais para HbA;; a fim de otimizar o tratamento. Sendo assim,
dependendo do histdrico individual, fatores como quadro de hipoglicemia recorrente,
gravidez, comorbidades associadas, a presenca de complicacbes micro e
macrovasculares, entre outros, devem ser considerados para estabelecer metas
mais rigorosas (6,5%) ou menos rigorosas (8%) (ADA, 2019).

Individuos com menor periodo de doenca, tratados apenas com estilo de vida
ou com uso de metformina para controle glicémico e sem doenca cardiovascular

significativa, a ADA recomenda a adocéo de 6,5% como referéncia de HbA;. (ADA,
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2019). Pouco mais de 80% dos participantes deste estudo estdo incluidos nesses
critérios.

A melhora da resposta glicémica apds a ingestdo da castanha-do-brasil
também foi observada em individuos com cancer (HU et al., 2016) ou sem doenca
(DONADIO et al., 2018).

Estudos de suplementagdo com selénio em individuos com DM2, observaram
resultados divergentes. Ao suplementar os individuos com DM2, com 200ug de
levedura de selénio, no periodo de 120 dias, Faghihi et al (2014) observaram
aumento de 40,7% na concentracdo sérica de selénio, que foi diretamente
proporcional ao aumento da glicose de jejum (p=0,01) quando comparados ao grupo
placebo. Em protocolo de suplementacdo semelhante Bahmani et al (2016) nao
observaram diferenca na concentracao de glicose de jejum.

A suplementagdo com selénio de individuos sem doenga, apresentou
resultados diferentes em relacao aos beneficios para homeostase glicémica. Pounis
et al. (2014) observam correlacdo positiva entre 0 aumento da concentracdo sérica
de selénio e 0 aumento da glicose sérica. No entanto, Gao et al (2014), nao
observaram associacdo entre as concentracfes séricas de selénio e glicose.

Uma possivel implicacdo seria a capacidade do selénio de ativar a proteina
Akt e outras quinases envolvidas na cascata de sinalizagéo da insulina, tendo assim
uma acado antidiabética. Por outro lado, a regulacdo de enzimas gliconeogénicas no
figado
ocorre de forma analoga a regulacdo de SELENOP via FOXO1, o que relaciona
positivamente SELENOP e glicemia (PILLAI et al.,2012; STEINBRENNER, 2013).

N&do houve alteracdo do perfil lipidico apés a intervencdo. N&ao foram
encontrados estudos intervencionais com a castanha-do-brasil em individuos com
DM2 que avaliassem o perfil lipidico. Porém, resultados semelhantes foram
encontrados com suplementacdo de selénio por meio da castanha-do-brasil em
individuos com DM1 (PIRES, 2012), em adultos sem doenca (TG p=0,838; CT
p=0,729; HDL p=0,699; LDL p=0,581) (DONADIO et al., 2017). Por outro lado,
Strunz et al. (2008) também n&o encontraram diferengca nas concentracdes de
triglicerideos, colesterol total e as fracdes HDL e LDL (p<0,05).em 15 adultos sem
doenca apos a ingestdo de uma noz de castanha-do-brasil por dia durante 15 dias

(~45ug de selénio).
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Christensen et al (2015) avaliaram 2287 individuos, a partir dos 12 anos de
idade, do NHANES 2011-2012 e observaram que 40% da populagéo avaliada estava
com concentracdes de colesterol limitrofe ou elevada. Foi observada correlacéo
positiva entre alto nivel de colesterol e selénio (p=0,02). Além de correlacéo positiva
entre a concentragcdo de selénio e a concentracdo de LDL-c, mas nao de forma
linear.

No entanto, estudos realizados no Reino Unido (RAYMAN et al., 2011) e
China (CHEN et al., 2015), associaram a suplementacédo de selénio com menores
concentracdes de colesterol total e triglicerideos, sem alteracdes nas concentracdes
de HDL-c.

A interacdo entre selénio e mecanismos relacionados a regulacdo das
concentracdes intracelulares de espécies reativas de oxigénio e o metabolismo de

carboidratos e lipidios podem explicar esses resultados (FONTENELLE et al., 2018).

7.5.3. Marcadores inflamatérios e de permeabilidade intestinal

A intervencdo com castanha-do-brasil ndo foi capaz de alterar o perfil
inflamatorio dos individuos com DM2. Os parametros inflamatorios avaliados estéo
apresentados na Tabela 07.

Do mesmo modo, a suplementagdo com  castanha-do-brasil
(aproximadamente 290 ug de selénio) em individuos com diabetes tipo 1 ndo alterou
os parametros inflamatorios (PIRES, 2012).

Resultados diferentes foram encontrados por Colpo et al (2014) que ao
fornecer quantidades diferentes de castanha-do-brasil (20g e 50g) observaram
aumento das concentracfes séricas de IL10 e reducao das concentracdes de IL-1,
IL-6, TNF-a e IFN-y (P <0,05). Contudo, ndo foram observadas alteracbes nos
marcadores bioquimicos para funcdo hepética e renal (aspartato e alanina
aminotransferases, albumina, proteina total, fosfatase alcalina, gama-
glutamiltransferase, ureia e creatinina), indicando auséncia de toxicidade.

A inflamacéo no diabetes é caracterizada por altas concentracdes de IL-6 e
PCR. Estudo conduzido em animais mostrou que a infusdo da IL-6 foi capaz de
induzir a liponeogénese subsequente a hiperglicemia, hiperinsulinemia
compensatoria. Efeitos semelhantes foram observados em humanos (FESTA et al.,
2000; FROHLICH, 2000).
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Tabela 07. Efeito da suplementacdo com castanha-do-brasil sobre os marcadores
inflamatdrios e permeabilidade intestinal de individuos com diabetes mellitus tipo 2.
Séo Paulo, 2019.

Variaveis TO T1 Delta (%) p-valor
IL1b* 2,84 + 2,96 2,84 + 2,86 0,0 0,250 Lnedgaﬁ
(0,00 — 8,03) (0,00 — 7,76) LBP:
IL6® 2,86 + 1,96 2,68 + 1,94 -0,01 0,728 ;LOJ
(0,42 — 7,12) (0,21 — 6,34) gad
IL8* 10,13 + 7,92 7,83+4,25 -0,23 0,142 "pgg
(4,28 — 38,73) (2,64 — 17,42) oliss
IL10* 1,55 + 0,87 1,53+ 0,73 0,00 0871 3%
(0,00 — 3,21) (0,31 —2,89) NE
IL12p70* 0,55 + 0,51 0,74 + 0,64 0,00 0,450 Fato
(0,00 — 1,96) (0,00 — 2,05) o
TNF! 2,52 + 2,63 2,81+2,85 0,01 0,084 T‘Lsrﬁ
(0,00 — 7,67) (0,00 — 8,10) orIaLli
LBP? 21426,0 + 8566,8  18687,4 + 7426,5 -1,97 0,086 'gtjg
(8883,0-51102,0)  (7651,5 — 38140,5) Nt

ores em pg/L; 2. Valores em ng/L. Dados apresentados em média + desvio padrdo Legenda: e
Valores Minimo - Maximo (min — méx). Dados significativos (p<0,05). Teste Wilcoxon para variavéis
agrupadas

A participacdo da microbiota é essencial para o quadro inflamatério. Estudo
conduzido em camundongos germ free, com obesidade induzida por dieta rica em
gordura, ndo apresentou aumento da expressdo de TNFa e NF-kB nas células
epiteliais, evidenciando a participacdo da microbiota nesse processo inflamatorio,
gue precede o desenvolvimento da resisténcia a insulina e DM2 (CONCANON et al.,
2005).

A mucosa intestinal degradada resulta no aumento da sua permeabilidade,
favorecendo a translocacédo do LPS intestinal para a corrente sanguinea, causando
endotoxemia metabdlica.(GOMES et al., 2017). A aparente alta afinidade do LPS
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com RAGE contribui proporcionalmente com a sua concentracido sérica e acgao
sobre a inflamacdo mediada por RAGE. O aumento da permeabilidade intestinal
estd associado ao aumento de citocinas pro-inflamatorias e resisténcia a insulina
(TEISSIER; BOULANGER, 2019).

7.6 Efeitos da suplementacao sobre a microbiota intestinal

7.6.1. Dados descritivos da microbiota intestinal

Em um ambiente intestinal saudavel ha o equilibrio entre estados pré e anti-
inflamatorios. Tal equilibrio se d&, principalmente, pelas funcdes tréfica e imune
exercidas pela microbiota intestinal. A funcdo trofica ocorre, sobretudo, pela
fermentacdo de substratos oriundos dos alimentos, produzindo acidos graxos de
cadeia curta como o acetato, o propionato e o butirato. Esses acidos graxos auxiliam
tanto nos processos metabdlicos como no controle bacteriano, e é nesse ambiente
de competicdo por nutrientes e receptores na mucosa intestinal que torna a
microbiota capaz de impedir o crescimento de microorganismos patégenos (WU et
al., 2013; CARABOTTI et al., 2015).

Este € o primeiro estudo que avalia influéncia da suplementagcdo com
castanha-do-brasil na microbiota intestinal de individuos com diabetes mellitus tipo
2. O sequenciamento do gene 16S DNA ribossomal, para caracterizacdo da

microbiota

intestinal, foi realizado pela plataforma Illumina Miseq® e gerou 1.360.599
sequéncias. As sequencias obtidas foram processadas bioinformaticamente usando
o software QIIME, removendo sequéncias de baixa qualidade, e gerando uma tabela
de identificacdo das unidades taxondmicas operacionais (OTU). Dessa forma,
153.440 OTU diferentes foram identificadas de acordo com o banco de dados SILVA
(QUAST et al. 2015) e, em média, foram obtidas 21.635 + 7.741 sequéncias por
amostra. A tabela de OTUs foi usada para avaliar a rigueza e a diversidade
microbiana das amostras, assim como para estabelecer relacbes com parametros

bioguimicos mensurados.
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7.6.2 Alfa Diversidade

A alfa diversidade corresponde a diversidade de espécies bacterianas
intraindividual e foi avaliada pela abundéancia relativa (indice Shannon) e absoluta
(Espécies observadas), a diversidade estimada (Chaol) e os dados filogenéticos
(Diversidade filogenética). O indice de diversidade Shannon refere-se a abundancia
relativa, ou seja, variedade e complexidade de espécies de uma comunidade. As
espécies observadas consistem no numero absoluto de espécies identificadas na
amostra. O indice de riqueza Chaol consiste na avaliacdo numérica da abundancia
segundo o numero de OTU de uma comunidade, resultando na diversidade
estimada. A diversidade filogenética considera a soma das distancias dos diversos
galhos da arvore filogenética como uma medida de biodiversidade. N&o houve

alteracdo nos valores destes indices ap0s a intervencao (Tabela 08).

Tabela 08. indices de Alfa diversidade. Sdo Paulo, 2019.

indice TO T1 p-valor*
Chaol 4732,38 £ 1268,24  4320,06 £ 956,26 0,22
Espécies Observadas 1499,35 + 336,69  1405,69 + 288,30 0,26
Diversidade Filogenética 64,48 £ 12,93 62,23 +13,17 0,60
Shannon 6,35+ 0,94 6,23 +0,77 0,63

* Valor de p < 0,05, Teste Wilcoxon para amostras pareadas. Legenda: TO: Tempo 1. T1: Tempo 1.

A baixa diversidade alfa tem sido associada a doencas cronicas, incluindo
doencas inflamatérias intestinais, obesidade e DM2 (FANGMANN et al., 2018;
BLASER 2014; GARRETT 2015; HANSEN et al., 2015; LE CHATELIER et al., 2013).
Esse quadro de baixa diversidade da microbiota intestinal parece estar relacionado a
um sistema imunolégico deficiente, o que resultaria no desenvolvimento de tais
doencas.

O impacto da alimentacdo na diversidade da microbiota intestinal estd bem
descrito na literatura. O aumento da ingestdo de carboidratos simples e gorduras,
associado a ingestao reduzida de fibras, impactam na composi¢cdo microbiana (AW;
FUKUDA, 2018).
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As fibras fermentadas pela microbiota intestinal resultam na producdo de
AGCC, os quais exercem efeitos anti-inflamatérios sistémicos, produzindo
imunoglobulina A e citocinas imunossupressoras (AW; FUKUDA, 2018). O numero
de bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) é reduzido em
individuos com DM2 (QIN et al., 2012; KARLSSON et al. 2013, LARSEN et al.,
2010).

Nossos resultados corroboram com a literatura, visto que, foi observada
menor abundancia de bactérias produtoras de AGCC, menor que 0,03%. A
intervencdo com a castanha-do-brasil ndo alterou a abundancia das bactérias
Roseburia (p=0,193); Eubacterium (p=0,45), Bifidobacterium (p=1,000) e
Faecalibacterium (p=0,054).

A menor quantidade de bactérias produtoras de AGCC no DM2, afeta
diretamente a homeostase glicémica, uma vez que os AGCC podem se ligar aos
receptores acoplados a proteina G, promovendo a secrecdo do peptideo — 1
semelhante ao glucagon (GLP1), que por sua vez impede a secrecao de glucagon,
inibindo a gliconeogénese no figado, melhorando a sensibilidade a insulina e
reduzindo a resposta inflamatdria de baixo grau causada pela migracéo de bactérias
do intestino para o tecido adiposo mesentérico e circulacdo sanguinea. A auséncia
desses AGCC inibe esse processo (AW; FUKUDA, 2018).

A andlise taxondmica revelou o total de 13 filos, 29 classes, 58 ordens, 112
familias e 238 géneros entre as amostras. A microbiota predominante em ambos os
tempos esta apresentada na Tabela 9.

A microbiota intestinal considerada saudavel é composta pelos filos
bacterianos Firmicutes e Bacteroidetes (> 90%), seguidos por Actinobacteria e
Verrucomicrobia;
geralmente poucas (0,1%) espécies patogénicas e oportunistas estdo presentes
(PFLUGHOEFT, VERSALOQVIC, 2012; HMPC, 2012; HOLLISTER et al., 2014)

No entanto, a composi¢cao da microbiota intestinal de individuos com DM2 tem
sido descrita com maior abundancia de bactérias consideradas oportunistas, como
Bacteroides. Essa alteracdo da composi¢céo, tem impacto funcional, associado ao
aumento no transporte de agucares, respostas ao estresse oxidativo, reducdo da
biossintese de butirato, entre outros (PATTERSON et al., 2017).
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Tabela 9. Abundancia relativa da microbiota em diferentes niveis antes e ap6s da
suplementacao de castanha-do-brasil. Sdo Paulo, 2019.

Niveis TO (%) T1 (%) p-valor* FDR
Filo

p__Bacteroidetes 49,75 54,18 0,101 0,405
p__Firmicutes 40,78 36,68 0,143 0,405
p__Proteobacteria 5,42 5,42 0,966 0,992
p__Tenericutes 0,57 1,07 0,370 0,562
p__Actinobacteria 0,39 0,47 0,966 0,992
Classe

c__Bacteroidia 49,75 54,18 0,101 0,405
c__Clostridia 37,69 34,69 0,361 0,562
c__Betaproteobacteria 3,25 2,52 0,205 0,405
c__Erysipelotrichi 2,25 1,10 0,085 0,405
¢__Gammaproteobacteria 0,45 0,89 0,139 0,405
Ordem

0_Bacteroidales 49,76 54,18 0,100 0,405
o_Clostrtidiales 37,67 34,68 0,360 0,405
o_Erysipelotrichales 2,65 1,10 0,205 0,405
o__Enterobacteriales 2,09 1,92 0,085 0,405
0__ Burkholderiales 1,87 1,86 0,139 0,405
Familia

f _Bacteroidaceae 22,87 26,62 0,169 0,405
f__Prevotellaceae 17,55 16,64 0,623 0,816
f Ruminococcaceae 14,97 14,53 0,655 0,830
f _Lachnopiraceae 10,62 9,05 0,213 0,405
f__Veillonellaceae 5,25 4,60 1,000 1,000
f Rikenellaceae 3,10 4,02 0,019 0,279
Género

g__Bacteroides 22,87 26,61 0,169 0,481
g__ Prevotella 17,55 16,63 0,605 0,807
g_ Sutterella 1,59 1,81 0,429 0,687
g_Blautia 1,55 1,20 0,183 0,481
g__Dialister 1,45 2,24 0,211 0,481
g__Megamonas 1,26 0,24 0,281 0,536
g_ Phascolarctobacterium 1,27 1,17 0,732 0,901
g_Faecalibacterium 1,10 0,72 0,056 0,297
g_Succinivibrio 1,01 0,53 0,584 0,807

*Valor de p < 0,05, Teste Wilcoxon para amostras pareadas.
Legenda: TO: Tempo O; T1: Tempo 1; FDR: False Discovery Rate.

Os géneros com abundancia superior a 1% foram selecionados e estdo

apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Géneros bacterianos mais abundantes identificados nas amostras. Sao
Paulo, 2019.

60
50 mg_Succinivibrio
mg_Faecalibacterium
40 mg_Phascolarctobacterium
g__Megamonas
5 mg_ Dialister
X 30
mg_Blautia
g_ Sutterella
20

g__Prevotella
mg_ Bacteroides
10

TO T1
Legenda: TO: Tempo 0; T1: Tempol.

N&o houve mudanca na abundéancia relativa das bactérias em quaisquer dos
niveis taxonémicos. Um discreto aumento foi observado na abundéncia de
Rikenellaceae (familia), do filo Bacteroidetes, a qual ndo foi significante apos
correcdo para comparacdes multiplas por False Discovery Rate (FDR).

A razdo Bacteroidetes/Firmicutes (B/F) ndo alterou apds a intervengdo (A
0,18, p=0,98). Estudos que avaliaram a composicdo global da microbiota de
individuos com DM2 associaram a baixa razdo B/F a obesidade e positivamente
correlacionada com altas concentracfes séricas de glicose (LEY et al.,, 2006;
LARSEN et al., 2010; VERDAM et al., 2013). De maneira semelhante, Jandhyala et
al. (2017) observaram a razdo F/B (Firmicutes/Bacteroidetes) aumentada em
individuos com DM2 em relac¢éo ao grupo controle.

No entanto, esses resultados permanecem controversos, pois 0 aumento de
20% da razéo F/B foi observado em individuos magros e sem doenca (JUMPERTZ
et al., 2011). Em modelo animal (ratos com DM2) foi observada correlagdo negativa

entre a alta razdo F/B e a glicemia, e ainda associacdo com aumento na captagao
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de energia da fermentagc&o bacteriana, com consequente aumento da producgéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) (LEE et al., 2019).

Muito se tem investigado sobre a abundancia relativa desses filos mais
prevalentes relacionados ao DM2. A reducdo na abundancia de Bacteroidetes foi
observada em individuos com obesidade, importante fator de risco para o
desenvolvimento de DM2 (MEDINA-VERA et al., 2019; FANGMANN et al., 2018;
FERNANDES et al., 2014; SCHWIERTZ et al., 2010; TURNBAUGH et al., 2009).
Observou-se abundancia de Firmicutes reduzida em individuos com DM2 (QIN et al.,
2012) ou aumentada (KARLSSON et al., 2013, LARSEN et al., 2010).

Sendo assim, até o0 momento ndo existe consenso sobre a relagdo F/B em
humanos. Finucane et al (2014) em uma extensa revisdo da literatura, concluiram
gue ha diferenca da composi¢cdo da microbiota intestinal entre individuos obesos e
magros, com ou sem doenca, porém sem prevalecer uma composicdo taxonémica
simples, pragmaética e consistente ao longo dos estudos.

O terceiro filo mais frequente em nosso estudo foi o Proteobacteria, seguido
por Tenricutes e Actinobacteria, essa frequéncia se manteve apds a intervencao.
Esses filos bacterianos estdo, normalmente, presentes em baixas concentragdes na
microbiota do c6lon humano (FANGMANN et al., 2018).

O aumento da abundéancia de Bacteroidetes e Proteobactérias pode induzir a
patogénese do DM2, por meio da resposta inflamatdria induzida por endotoxinas,
uma
vez que como bactérias Gram negativas, e contém o lipopolissacarideo (LPS) em
sua camada externa, um potente promotor da endotoxina (LARSEN et al., 2010).

Ndo houve alteracdo na abundancia das classes bacterianas mais
prevalentes encontradas nesse estudo apos a suplementacédo, Bacteroidia (A 4,73,
p= 0,101) e Clostridia (A -3, p= 0,301). Zhang et al (2013) observaram maior
abundancia da Classe Clostridria em individuos com DM2. A classe
Betaproteobacteria, que faz parte do filo Proteobacteria, foi a terceira classe mais
abundante observada, também n&o houve alteracdo no T1 (A 0,73, p= 0,205). Larsen
et al. (2010) observaram maior abundéancia de Betaproteobacteria em individuos

com DM2, quando comparados aos individuos sem doenca.
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Em relacdo aos géneros, Bacteroides foi o mais abundante, seguido por
Prevotella. A abundancia desses géneros nao foi alterada na comparacao entre 0s
tempos avaliados, (A 3,84, p= 0,169) e (A -0,92, p= 0,605), respectivamente.

O género Gram negativo Bacteroides é mais frequentemente descrito no
colon e nas fezes em humanos. Sua interagdo com o hospedeiro pode influenciar o
a funcédo do sistema imunologico. A predominancia do género Bacteroides tambéem
foi observada em individuos com DM (NAVAB-MOGHADAM et al.,2017).

Faecalibacterium correspondeu a pouco mais de 1% da composicdo da
microbiota intestinal dos individuos com DM2 deste estudo. Em adultos sem doenca,
esse género bacteriano representa cerca de 5% da microbiota fecal total, sendo
considerado um sensor da saude intestinal humana. A abundancia de
Faecalibacterium esta reduzida em individuos com distdrbios intestinais e
metabdlicos, como doencas inflamatorias intestinais, sindrome do intestino irritavel,
cancer colorretal, obesidade, diabetes, doenca celiaca. Sua abundancia reduzida
pode prejudicar a integridade da barreira da mucosa intestinal, alterando
metabolismo epitélio - bacteriano intestinal (JANDHYALA et al.,, 2017; NAVAB-
MOGHADAM et al., 2017; MARTIN et al., 2017; PATTERSON et al., 2016).

N&o foi observada alteracdo na abundancia do género Akkermansia apés a
intervencdo com castanha-do-brasil (<1%). A abundancia reduzida de Akkermansia
também foi observada em outro estudo com individuos com DM, além de individuos
com sobrepeso, obesidade e alta glicemia de jejum. Além disso, a abundancia de
Akkermansia foi correlacionada inversamente em estados de doengas, e
positivamente relacionada com a diminuicdo da concentracdo de LPS e com a
melhora na resisténcia a insulina, uma vez que estas sao produtoras de AGCC que
por sua vez fornecem energia para as células intestinais produtoras de mucina
(WANG et al., 2017).

No T1, apos a intervengao, houve correlacdo inversa entre a abundancia de
Akkermansia e Sutterella (r=-412, p=0,014). Sutterella foi o terceiro género mais
abundante identificado neste estudo. N&o houve alteragdo da abundancia de
Sutterella apos a intervencao (A 0,22, p=0,465).

ALLIN et al (2018) observaram abundancia aumentada de Sutterella

[Clostridium] (p=0,60) em individuos com DM2, quando comparados ao grupo sem
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doenca. Lin et al (2015) observaram correlacdo negativa entre Akkermansia e
Sutterella, em individuos com sindrome metabdlica.

Até o momento o género Sutterella ainda ndo teve seu papel bem esclarecido
nas amostras biolégicas e ambientais. Por vezes foi associada a infeccoes,
disturbios gastrintestinais e doengas inflamatérias humanas. Ainda nédo foi descrito
como patogénico, contudo, ja foram encontrados anticorpos reagentes a Sutterella, o
gue sugere infeccdo (BRENT et al., 2012).

O aumento da abundéancia de Sutturella também foi observado em individuos
que utilizavam metformina para controle glicémico, em comparagdo aos que
utilizavam anélogo de GLP1 (secretagogo — que potencializa a secre¢éo de insulina,
e ao mesmo tempo inibe a liberacdo de glucagon) (WANG et al.,, 2018). Essa
diferenca foi observada principalmente nos individuos com menor periodo de uso
dos medicamentos (WANG et al., 2018).

Todos os participantes deste estudo utilizavam metformina para controle
glicémico. No entanto, ndo foi observada correlacédo entre o uso desse medicamento
e a abundancia de Sutterella, em ambos os tempos avaliados (TO p = 0,778; T1 p =
0,409).

7.6.3 Enterotipos

A presenca de um perfil bacteriano predominante foi investigada nas
amostras. Os enterotipos foram identificados de acordo com o método descrito por
Arumugam et al (2011), utilizando a tabela de géneros e a matriz de distancia
weighted Unifrac gerada na analise de beta diversidade das amostras. Para esta
analise de composicdo da microbiota, considerou-se apenas os dados do inicio do
estudo (TO).

Essa abordagem avalia as distéancias entre os grupos (clusters) e agrupa 0s
individuos de acordo com o género predominante. Formaram-se dois enterotipos
predominantes, Bacteroides e Prevotella. O cluster Bacteroides foi atribuido a 16
individuos e o Prevotella agrupou 13 participantes. O suporte estatistico para a
divisdo de enterOtipos proposta neste estudo foi fraco (silhouette = 0,23),
possivelmente pelo tamanho da amostra. O escore Silhouette é uma medida de

qualidade para toda estrutura de agrupamento, ele foi calculado para avaliar o grau
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de similaridade entre os 2 clusters, sendo que valores proximos a 1 sugerem que a
segregacao é significante e legitima. A Figura 18 apresenta os clusters encontrados.

Resultado semelhante ao encontrado por Fugmann et al (2015), ao avaliarem
mulheres que tiveram diabetes mellitus gestacional (p6és DMG), as quais
apresentaram risco dez vezes maior de desenvolver DM2 em comparacdo as
gestantes normoglicémicas, que apresentaram como enter6tipos predominantes

Prevotella e Bacteroides.

Figura 18. Enterotipos identificados nas amostras. Sao Paulo, 2019.

m Prevotella w Bacteroides

7.6.4 Interagcdo com os marcadores bioquimicos

A composicdo da microbiota pode ser descrita de forma quantitativa,
utiizando a abundancia de cada taxon ou qualitativa avaliando presenca ou
auséncia de cada dado. Aqui, a analise multivariada de permutagdo (PERMANOVA)

foi realizada para avaliar a contribuicao das variaveis na 3 diversidade das amostras
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analisadas. Para isso, foram utilizadas as matrizes UniFrac unweighted a qual
descreve a presenca ou auséncia de géneros e UniFrac weighted que apresenta a
abundancia de géneros.

A medida UniFrac calcula a distancia entre comunidades biologicas utilizando
informacbes filogenéticas entre os membros para calcular as medidas de
dissimilaridade, ou seja, calcula a distancia entre os galhos da arvore filogenética
comum entre a comunidade microbiana (LOZUPONE; KNIGHT, 2005).

A medida UniFrac ndo ponderada (Unweighted) considera os ramos de uma
arvore filogenética com base na abundéancia de informacdes, ndo considerando
sequéncias duplicadas na distancia de ramificacdo da arvore filogenética, ou seja, é
uma medida qualitativa da 3 diversidade (LOZUPONE et al., 2007).

Enquanto a medida UniFrac ponderada (Weighted) é uma medida quantitativa
da diversidade B, capaz de detectar mudangas nas sequéncias de cada linhagem ou
taxon presentes considerando a abundancia relativa de diferentes tipos de bactérias
(LOZUPONE et al., 2007).

A composicao global da microbiota esta apresentada na Figura 19.

Figura 19. Distribuicdo das amostras de acordo com o tempo, utilizando as

matrizes de distancia UniFrac unweighted (a) e weighted (b)
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Legenda: a) Distancia Unifrac unweighted; b) Distancia Unifrac weighted

A composicdo global da microbiota ndo foi alterada pela intervencdo com
castanha-do-brasil. Dessa forma, investigamos a influéncia de cada variavel
bioquimica, separadamente nas diferencas de {3 diversidade de cada individuo, em
ambos o0s tempos juntos, antes e apos a intervencdo do estudo. Os resultados estéo
apresentados na Tabela 10.

Kasaikina et al. (2011) observaram aumento da diversidade da microbiota
intestinal p6s aumento da ingestdo de 0,1 e 0,04 mg/g de selénio por dia. Essa
alteracdo n&o foi observada em nossos resultados. A variagao interpessoal da
microbiota foi mais forte que a variacdo induzida, sendo assim a intervengdo com
castanha-do-brasil ndo foi capaz d impactar a composicao global do microbioma.

As distancias Weighted e Unweighted s&o eficientes quando os objetos
formam aglomerados naturais distintos. Avaliando o individuo nos dois tempos
(TO/T1), considerando as variagOes intraindividuais, ndo houve alteragdo na

diversidade da microbiota, segundo marcadores bioquimicos avaliados.

Tabela 10. Relacdo entre as variaveis bioquimicas mensuradas e a composicdo
global da microbiota intestinal dos voluntarios. Sdo Paulo, 2019.

TO/T1(n=58) TO (n=29) T1 (n=29)
weighted unweighted weighted unweighted weighted unweighted

Marcadores do status de selénio, perfil glicémico e de permeabilidade intestinal

Erit_Se 0,98 0,99 0,96 1,00 0,30 0,18
Fezes_ Se 0,97 0,97 0,27 0,95 0,35 0,59
Plasm_Se 0,99 1,00 0,97 1,00 0,70 1,00
GPX 0,93 0,97 0,75 0,45 0,56 0,77
SELENOP 0,55 0,66 0,49 0,76 0,21 0,02
HbA 1, 0,63 0,82 0,43 0,79 0,04 0,34
Glicose 0,91 1,00 0,48 1,00 0,09 0,92
LBP 0,99 1,00 1,00 1,00 0,64 0,87

Legenda: Tempo 0; T1l: Tempo 1; Erit: Eritécitos; Plasm: Plasma; GPX: glutationa peroxidase;
Se:selénio; SELENOP: selenoproteina P; HbA;. Hemoglobina glicada; LBP: proteina ligadora de
lipopolissacarideos. Valor de p calculado pela andlise de variancia multivariada permutacional

(PERMANOVA), p<0,05).

A microbiota tende a permanecer estavel, isso devido ao fato da resiliéncia e

resisténcia que a microbiota possui em relacdo a mudancas. A manutencdo da
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microbiota saudavel depende do equilibrio entre os microorganismos e da interface
intestinal do hospedeiro. Dessa forma, a microbiota atua como protecdo contra
doencas relacionadas a disbiose ou distarbios metabdlicos. No entanto, a resiliéncia
de uma microbiota disbiotica esta relacionada de doencas (SOMMER et al., 2017).

A composicao observada no TO reflete, principalmente, os habitos individuais,
ou seja, a ingestao habitual dos participantes. A concentracdo de selénio nas fezes é
o resultado da ingestdo habitual, que apos absorcéo e utilizacdo do organismo se
torna remanescente no célon e pode influenciar a composi¢cdo da microbiota. Antes
da intervengdo com castanha-do-brasil, n&o foi observada associagdo em nenhum
dos parametros avaliados.

No entanto, o T1 representa o efeito da suplementacdo com castanha-do-
brasil, visto que ndo houve alteracdo no padréo alimentar entre os tempos. Houve
uma correlagdo positiva entre a variagcdo na concentracdo de SELENOP e na
distancia interpessoal com o tratamento com castanha-do-brasil (r=0,48, p=0,008).
Portanto, quanto mais resistente for a microbiota, menor a variacdo de SELENOP
apos a intervencdo. Para os demais marcadores avaliados, ndo foi observada
correlacao significativa.

Segundo a dindmica ecologica da microbiota, apés uma perturbacdo ou
intervencdo, pode-se determinar se a microbiota é resistente, e assim, ndo sera
alterada, ou, nédo resistente quando apés um evento muda em nivel de espécies,
géneros e funcdes. Diante das trés rotas plausiveis para alteracdo da microbiota,
quais sejam: pequenas alteracBes passiveis de retorno ao estado anterior sem
dificuldades, alterac@es intermediarias, na qual microorganismos diferentes ao meio
podem se estabelecer e a terceira quando as alteracdes sdo grandes e irreversiveis
(MOYA; FERRER, 2016).

Propriedades como resisténcia, resiliéncia e redundancia funcional estdo
presentes em microbiotas robustas, com capacidade de restaurar a funcéo diante de
alguma perturbacdo. Essa caracterizacdo € complexa. No entanto, ja foi observado
que espécies proximas podem ter grandes diferencas genbmicas, assim como
respostas distintas a fatores ambientais (KELLER et al., 2014)

Uma explicagédo funcional sobre composi¢cdo da microbiota intestinal e seus
fendtipos metabdlicos estaveis ou transferiveis, quando submetidos a doencas

especificas ou a fatores ambientais (MOYA; FERRER, 2016). Nesse contexto,
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entende-se porque individuos apresentam respostas diferentes diante da mesma
quantidade fornecida como suplementagao.

N&o foram observadas diferencas entre a composicdo da microbiota e a
glicemia de jejum e atividade da GPX. No entanto, a PCoA nos permite observar um
agrupamento dos individuos de acordo com o percentual de HbA;. da distancia
weighted (p= 0,046), a qual indica que apos a intervencdo com a castanha-do-brasil
houve reducédo do percentual de HbA,., aproximando os participantes em relacéo ao
aumento da abundéancia dos géneros, e reduzindo assim a distancia weighted entre
0S participantes.

Tendéncia semelhante foi observada em relacdo a concentracdo de
SELENOP, mas na distancia unweighted (p=0,02). Neste caso, antes da intervencao
nao era possivel observar distancias, porque estavam todos muito similares em
relagdo a concentracdo plasmatica de SELENOP, mas apoés a ingestéo da castanha-
do-brasil, foi possivel observar a presenca de alguns géneros que anteriormente nao
observados. Ressalta-se que a distancia weighted refere-se a abundancia e a
unweighted é uma avaliacdo qualitativa, sobre presenca de microorganismos.

Os participantes desse estudo foram distribuidos segundo a § diversidade, e
0os parametros que observamos diferenca foram inseridos em graficos de

coordenada principal (PCoA). Resultados apresentados nas Figuras 20 e 21

Figura 20. Distribuicdo dos individuos segundo composicdo da microbiota intestinal

e o percentual de HbA;. Séo Paulo, 2019
Weighted Unweighted
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Legenda: HbA;.. hemoglobina glicada, TO: Tempo 0; T1: Tempo 1.
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Figura 21. Distribuicdo dos individuos segundo composi¢cdo da microbiota intestinal
e SELENOP (ng/ml). Sado Paulo, 2019

Weighted Unweighted

. .  p=021 . ] p=0,02

Legenda: SELENOP: selenoproteina P; TO: Tempo 0; T1: Tempo 1. Teste Wilcoxon para amostras
pareadas, p<0,05.

7.6.5. Distribuicado dos individuos segundo variacdo das distancias

Verificamos uma segregacao significante dos participantes de acordo com a
variacdo das distancias UniFrac Weighted entre os tempos. Sendo assim,
distribuimos os participantes, segundo o valor de delta, em 2 grupos: grupo com
menor variacdo denominado Distancia 1 (D1) e 0 grupo com maior variagao
Distancia 2 (D2)

As distancias foram significantemente diferentes entre os grupos (p<0,0001).
As pessoas classificadas no D1 tiveram menor variacdo da distancia UniFrac
Weighted (0,12 a 0,30) (n=15) e no grupo D2 tiveram maior variagéo (0,31 a 0,46)
(n=14).

Esse grupamento foi utilizado para comparar diferentes respostas da
microbiota intestinal frente a intervencdo. Observamos diferenca significativa nas
concentracbes de SELENOP entre os grupos (p<0,001). A distancia em relacdo ao

delta esta apresentada na Figura 22.
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Figura 22. Histograma da distancia UniFrac Weighted em relacdo ao delta.

Paulo, 2019.
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Legenda: Dist_delta_unweighted: Distancia Unweighted Delta; Teste Mann-Whitney p<0,0001.

Visto que ha segregacdo segundo a distancia encontrada, ou seja, 0S

individuos apresentaram respostas diferentes da microbiota em relacdo a distancia

UniFrac weighted

influenciadas por essa distancia. Dados apresentados na Tabela 11.

frente a

intervencao,

avaliamos quais variaveis

foram

Tabela 11. Delta dos parametros avaliados segundo a distancia Weighted (D1 x D2).

Sao Paulo, 2019.

D1 D2
Média DP Média DP P

Erit_Se 43131 17159 33709 13278 0,159
Fezes Se 25480 246,60 18246 270,19 0,085
Plasm_Se 9540 7636 77,09 87,90 0,425
GPX 1221 30308 1507 3990 0,683
SELENOP -117333 140156 -222,73 138743 0,033
HbA L 0,8 0,67 0,8 205 0,715
Glicose 1933 40,21 207 8887 0,049

Legenda: D1: Distancia 1; D2: Distancia 2; Erit: Eritécitos; Plasm: Plasma; GPX: glutationa

peroxidase; Se: selénio; SELENOP: selenoproteina P; HbA;. Hemoglobina glicada. Teste Mann-

Whitney para amostras independentes, p< 0,05.

Houve uma correlagdo positiva entre a variagdo na concentracdo de

SELENOP e na distancia interpessoal com o tratamento com castanha-do-brasil

(p=0,008, r=0,48). Portanto, quanto mais resistente for a microbiota, menor a
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variacdo de SELENOP apos a intervencao. Para os demais marcadores de status de
selénio, perfil glicémico e permeabilidade intestinal avaliados, ndo foram observadas
correlagdes significativas. Apresentamos também os resultados encontrados nos
demais parametros avaliados, entretanto, nenhuma das diferencas foi mantida apés

a correcéo do valor de p.

Tabela 12. Correlacdo das variacbes das distancias UniFrac e parametros

bioguimicos. Sao Paulo, 2019.

Weighted Unweighted

R pvalor FDR R pvalor FDR
HbA,. 0,151 0,435 0,916 0,106 0,585 0,938
Glucose_mg 0,032 0,871 0,975 -0,106 0,585 0,938
GPX -0,115 0,553 0,935 0,269 0,157 0,758
SELENOP_ngm 0,485 0,008 0,133 0,100 0,604 0,940
Eritr_Se_ug -0,321 0,089 0,622 -0,058 0,766 0,953
Plasm_Se_ug -0,114 0,557 0,936 0,201 0,296 0,884
Fezes_Se_ug -0,243 0,204 0,794 0,283 0,137 0,738
LBP_ngml 0,285 0,134 0,731 0,202 0,292 0,884

Legenda: Erit: Eritdcitos; Plasm: Plasma; GPX: glutationa peroxidase; Se:selénio; SELENOP:
selenoproteina P; HbA,. Hemoglobina glicada; Teste Mann-Whitney para amostras independentes, p<
0,05.

A microbiota tende a se manter estavel. Isso devido ao fato da resiliéncia e
resisténcia que a microbiota possui em relagdo a mudancas. A manutencdo da
microbiota saudavel depende do equilibrio entre os microorganismos e da interface
intestinal do hospedeiro. Dessa forma, a microbiota atua como protecdo contra
doencas relacionadas a disbiose ou disturbios metabdlicos (SOMMER et al., 2017).
Segundo a dindmica ecologica da microbiota, apdés uma perturbagcéo ou intervencao,
pode-se determinar se a microbiota € resistente, e assim, ndo sera alterada, ou, ndo
resistente quando apdés um evento muda em nivel de espécies, géneros e fungdes.
Diante das trés rotas plausiveis para alteracédo da microbiota, quais sejam: pequenas

alteracdes passiveis de retorno ao estado anterior sem dificuldades, alteragbes
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intermediarias, na qual microorganismos diferentes ao meio podem se estabelecer e
a terceira quando as alteragbes sdo grandes e irreversiveis (MOYA; FERRER,
2016).

Propriedades como resisténcia, resiliéncia e redundancia funcional estédo
presentes em microbiotas robustas, com capacidade de restaurar a fungéo diante de
alguma perturbacéo. Essa caracterizacdo é complexa. No entanto, ja foi observado
que espécies proximas podem ter grandes diferencas gendmicas, assim como
respostas distintas a fatores ambientais (KELLER et al., 2014)

E necessario uma explicacdo funcional e mecanicista sobre composicéo da
microbiota intestinal que confira fendtipos metabdlicos estaveis, ou mesmo
transferiveis, quando submetidos a doencas especificas ou a fatores ambientais
(MOYA; FERRER, 2016). Nesse contexto, entende-se porque individuos
apresentam respostas diferentes diante da mesma quantidade fornecida como

suplementacao

7.6.6. Associacgao entre a microbiota intestinal e os parametros de selénio,
glicémicos e LBP

Com proposito de analisar a relacdo entre microbiota e as variaveis
bioguimicas medidas conduzimos as analises de correlacdo e regresséao linear,
sendo possivel observar correlacées entre géneros e parametros bioquimicos.

A anadlise especifica dos grupos taxondmicos foi primeiramente realizada
utiizando a variacdo (delta) da abundancia de géneros e dos marcadores
bioquimicos de status de selénio, parametros glicémicos e permeabilidade intestinal
entre os tempos. Assim, possibilitou-se estipular quais relacdes géneros-bioquimicos
ocorreram no periodo do estudo. Desta forma, foram selecionados os géneros que
apresentaram correlacdo com o delta dos paréametros de status de selénio,

marcadores glicémicos e LBP. Dados apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Correlagdo entre a variagdo (delta) da abundéncia de géneros e

biomarcadores avaliados entre os tempos. Sédo Paulo, 2019.
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Legenda: Erit_Se_ug: Concentracdo de selénio nos eritrocitos; Plasm_Se_pg: Concentragdo de
selénio no plasma; GPX: glutationa peroxidase; LBP: proteina ligadora de lipopolissacarideo; HbA,:
Hemoglobina glicada. p<0,05.

Observou-se correlacdo negativa entre a concentracdo de SELENOP com os
géneros Veillonella (r=-0,42; p=0,020) e positiva com género Granulicatella (r=-0,45;
p=0,012), ambos do filo Firmicutes. A concentracdo de selénio nos eritrocitos foi
correlacionada positivamente com Fusobacterium (r=-0,38; p=0,03); Roseburia
(r=0,47; p=0,008) e negativamente com Anaerotruncus (r=-0,53; p=0,002),
pertencentes ao filo Firmicutes.

Foi observada correlacdo positiva entre selénio plasmatico e os géneros
Actinomyces do filo Actinobacteria (r=0,36; p=0,049) e Clostridium (r=0,50; p=0,005);
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Christensenella (r=0,37; p=0,04); e Ruminococcus (r=0,45; p=0,013) do filo
Firmicutes. Além disso, foi correlacionado negativamente com os géneros rc44 (r=-
0,40; p=0,027) e Lachnospira (r=-0,39; p=0,025) do filo Firmicutes e Eggerthella (r=-
0,42; p=0,022) do filo Actinobateria.

As fezes sdo o compartimento onde é possivel estudar com maior precisdo a
interagdo entre microbioma e o0 selénio, porque trata-se da disponibilidade desse
mineral apos a utilizacdo pelo hospedeiro. Houve correlacdo negativa com o género
Slackia do filo Actinobacteria (r=-0,42; p=0,021).

O selénio em diferentes compartimentos apresentou correlagbes tanto
positivas quanto negativas. Entre as correlagbes negativas, estavam géneros
comensais, como Lachnospira, Veillonella, Anaerotruncus, rc44, Eggerthella e
Slackia que foram associados a infeccdo, maior ingestdo calérica, aumento na
concentracdo de glicose sérica, resisténcia a insulina, assim como disfuncdes
metabdlicas, doenca inflamatéria do intestino, obesidade e diabetes (CIUBOTARU et
al., 2015; SANTORU et al., 2017; KAMEYAMA,; ITOH, 2014).

Entre os correlacionados negativamente com a concentracdo de selénio
destacam-se os géneros Lachnospira e Veillonella. O género Lachnospira uma
bactéria comensal que apresenta menor abundancia em pacientes com doencas
cronicas. Est4 associado a maior ingestao cal6rica, ao aumento da concentracdo de
glicose sérica, reducdo dos niveis de insulina plasmatica, assim como disfuncdes
metabdlicas, obesidade e diabetes. (CIUBOTARU et al., 2015; KAMEYAMA; ITOH,
2014). Em relacdo ao género Veillonella, os resultados foram divergentes, foi
observada tanto menor abundancia em individuos com DM2 (KAMEYAMA; ITOH,
2014), assim como maior abundancia em pacientes com DM1 (MURRI et al., 2013).

Em relacdo as correlacbes positivas com as concentracdes de selénio
estavam o0s géneros Granulicatella, Fusobacterium, Roseburia, Actinomyces,
Clostridium, Christensenella, Ruminococcus. Fusobacteria, que apresentam menor
abundéancia em individuos com DM2. Além disso, 0 género Roseburia esta
associado com a melhora da motilidade intestinal e protecdo da barreira intestinal
(KAMEYAMA,; ITOH, 2014). No entanto, estudos também encontraram maior
abundéncia dos géneros Clostridium e Ruminococcus no grupo DM quando
comparado ao controle (CIUBOTARU et al., 2015. MURRI et al., 2013).
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Esses resultados mostram que o estado nutricional adequado de selénio se
correlaciona com géneros relacionados a microbiota de individuos saudaveis, tais
como Roseburia e Ruminococcus produtores de AGCC, auxiliando na melhora
funcional da microbiota.

Entre os marcadores glicémicos, observou-se correlagcdo negativa entre HbA1¢
e 0 género Slackia, do filo e Actinobacteria (r=-0,25; p=0,014). E entre glicose sérica
e 0S géneros Fusobacterium, (Fusobacteria) (r=-0,38; p=0,031); Bacteroides
(Bacteroidetes) (r=-040; p=0,028); Oscillospira (r=-0,49; p=0,005) e Lachnospira (r=-
0,49; p=0,006) ambos do filo Firmicutes foi observada correlagcdo negativa. Houve
correlacdo negativa entre LBP e Lactococcus (Firmicutes) (r=-0,25; p=0,014).

Houve correlagcdo negativa entre o género Oscillospira e a concentragéo de
glicose, mas nado houve correlacdo com os parametros de selénio. No entanto, apos
a intervencdo com a castanha-do-brasil, a redu¢do da concentracdo sérica de
glicose foi significativa (% HbA;; A -0,8 p< 0,001). Sendo assim, o consumo da
castanha-do-brasil pode atuar como fator positivo na modulacdo da microbiota
intestinal.

O género Oscillospira apresenta menor abundancia em doencas
inflamatérias, e maior abundéancia ap6s consumo da dieta do mediterraneo (HARO
et al., 2016), sendo, portanto, associado a uma microbiota saudavel. Estudo
conduzido em ratos observou aumento significativo (20%) da abundancia de
Oscillospira apés a ingestdo de 0,234 mg de selénio, no periodo de 11 a 20
semanas (SANTORU et al., 2017).

Das analises de correlacdo realizadas neste estudo, aproximadamente 80%
dos géneros que se correlacionaram com biomarcadores de selénio sdo do Filo
Firmicutes. Todos os géneros correlacionados com selénio nas fezes participam do
metabolismo bacteriano de selénio. A correlacdo do delta pds suplementagcdo de
selénio sugere que a intervencao foi positiva para disponibilizar mais selénio para
microbiota, sem inibir o fornecimento para o hospedeiro.

A fim de avaliar a variacdo da microbiota intestinal, selecionamos as OTUs a
partir dos trés géneros mais abundantes: Bacteroides, Prevoltella e Sutterella, em
relacdo a variagdo dos parametros de status de selénio, perfil glicémico e

permeabilidade intestinal. Porém, como néo foi observada relagéo entre Prevotella e
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0s parametros avaliados, ndo consideramos as OTUs desse género. Resultados

apresentados na Figura 24.

Figura 24. Regresséo linear entre os parametros glicémicos, de permeabilidade

intestinal, status de selénio e OTU relacionadas. Sao Paulo, 2019.
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Todas as associacOes observadas foram negativas, ou seja, a presenca das
OTUs foi negativamente associada aos parametros avaliados.

A menor concentracdo de selénio nas fezes influencia a presenca da OTU
1018084 [Bacteroides]. As OTUs 1729501 e OTU 1622072 [Bacteroides] influenciam
a concentracdo de SELENOP no plasma, assim como a presenca da OTU 899728
[Bacteroides] influencia a concentragdo de selénio nos eritrocitos e a OTU 23471
[Bacteroides] influencia tanto a concentragdo de selénio nos eritrocitos quanto no
plasma e a atividade da GPX. Outra OTU relacionada a atividade da GPX foi
1912243 [Sutterella]. A fungdo do género Sutterella ainda ndo esta totalmente
elucidada, mas foi observada maior abundéncia em individuos com DM e sua

presenca foi associada a alguns casos de infecgéo.
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Em relacdo aos marcadores glicémicos, a presenca da OTU 1594930
[Bacteroides] influencia a concentracdo de glicose sérica. Nao foi observada relagéo
entre as presencas das OTU e o percentual de hemoglobina glicada.

Até o momento, ndo foram encontrados estudos comparativos entre
parametros glicémicos, status de selénio, permeabilidade intestinal e OTUs. Esses
resultados sugerem resisténcia desses microorganismos diante da intervencdo com
a castanha, ndo favorecendo o metabolismo de selénio. Nesse sentido, a presenca
de determinados microorganismos esta relacionada a menor concentracdo de
selénio no plasma e nos eritrocitos, menor concentracdo de SELENOP e menor
atividade da GPX, mesmo diante da suplementacgéao.

Este estudo apresentou algumas limitacfes. A adesdo dos participantes em
realizar todas as etapas propostas no estudo. Assim como, o uso de um alimento
para suplementacéao inviabiliza o desenho de estudo do tipo simples ou duplo cego.

No entanto, a suplementagdo com castanha-do-brasil por um periodo maior,
ajustando a quantidade de selénio fornecida, seria eficiente para avaliar a
modulacdo da microbiota em relacdo a resisténcia e resiliéncia diante da

intervencao.
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7. CONCLUSAO

A ingestédo da castanha-do-brasil foi eficaz em melhorar o status de selénio e
o controle glicémico dos individuos com DMZ2. Porém sem alterar o grau de
inflamacgé&o e de permeabilidade intestinal.

A composicao global da microbiota ndo foi alterada pela suplementacdo com
castanha-do-brasil, mas a variagdo da {3 diversidade indica diferentes

comportamentos, sugerindo relativa resisténcia da microbiota diante da intervencao.
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ANEXO 1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Informac@es do Sujeito da Pesquisa

[N [0] 0 = TP RPURPPPRPPIN
Documento de Identidade N%: ...........ccovviviiieiiiniiiieee e sexo: ( )M ( )F
Data de Nascimento: .......... [, [

ENAEIECO: ... no..... Compl........
711 1 o PP Cidade: ..o, Estado: ................
CEP: o, Telefones: ...,

2. Informagfes do Responséavel Legal

1[0 0 T PSSR
Documento de Identidade N%: ...........ccovvieieeieiniiiiee e sexo: ( )M ()F
Data de Nascimento: .......... [ [

ENAEIECO: ... n....... Compl........
Bairro: ....vvveeeeeieiiiiiee e Cidade: ... Estado: ................
CEP: o Telefones: ...,

Cargo / Fungédo: Professora Titular do Programa de Pés-Graduagcdo em Ciéncias dos

alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Sao Paulo FCF/USP

Meu nome é Silvia Maria Franciscato Cozzolino, sou Prof.? Titular da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP gostaria de convidar vocé para participar do nosso projeto

Alencar. Esta pesquisa tera a duracao de 70 dias e € considerada de risco minimo.

No diabetes mellitus existem alteracdes que afetam o equilibrio e o bom desenvolvimento
dos pacientes que estdo com esta doenca. Devido a isso, este estudo visa avaliar se o
mineral chamado de selénio, importante para diminuir estas alteracdes, se encontra
adequado no seu organismo.
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A castanha-do-brasil € um alimento muito rico em selénio, os participantes do estudo
deverdo consumir 1 noz de castanha por dia, fornecida pela pesquisadora, durante dois
meses.

A pesquisa contara com 100 voluntarios com diabetes mellitus tipo 2 com idade entre 30
e 50 anos, tanto do sexo masculino quanto do feminino, atendidos no ambulatério de
endocrinologia do Hospital das Clinicas.

Serdo realizadas analises, no sangue para avaliar o mineral selénio e também nas fezes
para avaliar composicdo da microbiota. Além disso, serdo avaliadas substancias que
indicam o aumento do risco para o desenvolvimento das complicacoes tardias do diabetes
mellitus. Para isso, serdo necessarias no inicio do acompanhamento e ap6s o término do
consumo das castanhas-do-brasil: uma (1) coleta de sangue (20 mL), estando o (a)
participante em jejum de 8 — 10 horas; coletas de fezes, em um pote fornecido pela
pesquisadora, o participante devera guardar este frasco em geladeira até 0 momento de ser
entregue a pesquisadora.

Medidas de peso e altura também serd@o obtidas antes e apés a suplementagdo com a
castanha. Sera necessario que durante trés dias (dois dias durante a semana e um dia no
final de semana) sejam anotados todos os alimentos consumidos pelo participante, antes e
apo6s a suplementacgéo, para avaliar se 0 consumo esta adequado as necessidades.

Os participantes receberdo todas as orientacdes necessarias para a realizacdo da
pesquisa. Na coleta do sangue podera ocorrer um pequeno desconforto, devido a dor da
picada da agulha, podendo surgir uma mancha arroxeada no local, que logo passa (serédo
utilizadas seringas e agulhas descartaveis e esterilizadas, e as amostras serdo colhidas por
profissional experiente).

Além da avaliacdo nutricional completa que o participante receberd, se houver
necessidade receberd orientacdo quanto a alimentacdo que deverd ser seguida para a
melhora do quadro, sem nenhum custo financeiro. Esta pesquisa trara beneficios para a
populacéo com diabetes mellitus tipo 2, pois existem evidéncias de que 0s minerais exercem
um efeito protetor ao organismo, equilibrando e contribuindo para bom funcionamento do
mesmo.

O participante tem direito de receber informacgdes sobre o andamento da pesquisa,
procedimentos utilizados, riscos e beneficios relacionados a esta pesquisa, a fim de
esclarecer eventuais duvidas, e receberdo os resultados das analises realizadas.

Também é direito do participante recusar, desistir e/ou retirar seu consentimento de
participar desta pesquisa a qualqguer momento, sem nenhum transtorno ou prejuizo ao
tratamento. Havera indenizagdo no caso de algum dano decorrente da pesquisa. N&o
havera nenhuma despesa financeira para o participante. Também néo havera recompensa
financeira relacionada a participacao na pesquisa.

Os resultados obtidos na pesquisa serdo arquivados e mantidos em sigilo, preservando a
privacidade de cada participante, conforme ética.

CONTATO

Profa Silvia Cozzolino (pesquisadora responsavel) ou
Luciane Luca de Alencar (colaboradora - aluna de doutorado)
Telefone: (11) 3091-3625
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ANEXO 2. Parecer Consubstanciado — CEP/FCF/USP

FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA w e
UNIVERSIDADE DE SAQ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDE DA EMEMDA

Thulo da Pesguica:; E'elics da casbania-do-trasl (Berfolletia exosiza H B K, sobre 0 siztus de seldnio,
blomarcadores inflamatdrios & a composiclo da microbiota fecal de adufios com
diabefes mzliius Gpo 2.

Pecgulcador: Shia Mards Framckcoxio Corzndno

Area Tematioa:

Warclo: 3

CAAE: 42093515 5.0000.0067

inctttulgdo Proponands: Faculdade de Cincias Farmaniuticas da Unkersidsde d= 280 Paulo
Patroolnador Priccdpal: Saoudsds de Cncies FarmacdoSoss da Unlversidsde de 282 Pauks

DADOE DD FARECER

Homero do Pareosr: 1,757,352

& precentagbo do Projeio:

it diabetes & uma doemca metabdlica carmcierzada por fipenglicemia & spresenta estado IRflamabsrio
cndmico. O s=iénko, culs sua primcipal fonie & a casianha-do-brasl, além de participar do sistema de defesa
anfoyidanie, possul proprisdades ant-nfiamatdrias, por melo da inlbiglio do NF-EB, eduzingo a erpressio
de gemes gus codificam profeinas ervolvidas na expressdo deste slemento. Cabe desiscar gue a
n:ur-'c-uﬂl;!u da mikrmblo@ pode influsncliar Bréo Mo sEbes nuiriclonal quanio no Inflamabdra. Assim, o
ohjetive desie rabalo serd avalar a Infusncks da ing=stio de castanhado-brasiliBerfolets exceisy
H/ELIL), sobre o estado nuiriclonal relabve &0 ssidpio, Homarmadorss Infamatirics, advidsde & expresslo
dy

glutafona perovidase, assim como a composigio da microbiota inkestinal d= adukos com dabetes melius
Hpo 2. Esle esiudo serd e naturezs oagihadicsl, compasho de £ =tapas (TO,T1, T2 & T3} & disribuldss peio
peeriodo d= 120 das. Ko inikclo do estude (TO], o5 participantes serfdo submeSdos a oma oolebs de sangues
para andlises de concentracio de seifnio, biomancadores gllcEmioos, Ipldicos = inflamabérios, além da

attvidade = expressleas génica = proteica da GPxl. Realzarfs tsmbés uma cobeta de fapes para
cmm;-h-:hr-i:mblutu Tecal. Apdis 30 dias (T1), serd realzasds & segunda oobets do maieral Bloldgico

para comparar oS pardmeins avallados. A partir disto, os participani=s serfo crienbdos & consumir
diaramenie a castankFs-do-brasl durani= 60

Enclaregzc  Sx. Prol. Lines Fresiss, S5 Hooo 714, mis 112

Balrra: Hoesntd CEP: o= sonam
o 5P Meniciple:  (SAD PELLD
Talslona: ] 300N -2 Fax= (17031 E-mall: ospfoiffump br

i Tl
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FACULDADE DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS DA w me
UNIVERSIDADE DE SAQ

das, sendo oferscids pala pesgulssdora, 3 quantidade de noz sguivaienk= a

aproximadaments 200 pg do mireral Apds a supiementagio (T2), o5 paricipantes nealzarko nova ooleta dio
material biclogioo para werficar os efefios da Caxstanka-do-beasdl. Apds 30 dias (T3], os participanies sarfo
submeddos a 0Ema oodeta de makerial bicddgico para acompanhamenio do periodo de washout. Ak da
coleta de material bicidgico, tambdm serd reallzads avalacio da composiclo corporal, que consisticd de
aferiples de peso, estabara, drounferdncla da cintura e de blolmpedancla. E avallagio da Ingesilo
allmertar, gus serfo obbidss por meio de recondaborio allmentar de= 3 diss, desies, o dis serd efersni= 50
final de s=mana |sdbado ou domingo). A andllse dos dados da ingestio almentar serd f=Ea por

mielo do sofbware Mub®in, da Escola Paullsia de MadidnaUNIFEIF. A Iderttﬂm;-h da comunidade
bacterianes fecal serd feita afravés do sequenclamento em langa =scala de um fragments do gene do iRHA
ribossomal 163 (rDMA 158, ulizando a plalaforma llumina MIZeg®. Os dados de sequendamenio sarlo
processados = analsados wuillzando o softeare QIME. A andlls= de «Tefios giobals no microbloma serd
realmads

wizands distincdas UNIFRAC & festes rdo paremidtricos, como 3 Fermanoya. & andlse dos dydos serd
realirada com auxlio do Sento de Esfatisics Aplcyda — CEA, do Insfhre de Malemabocs = Esfatisics da
Unkersidade de 340 Faulo.

Objetivo da Pecgulca:

Diojefivo Priradric:

Avallar os efeitos da ingestic de castanha-do-birasll (Bertholeba syceisa H.B ) sobre estado rafricional
refathvo a0 seinio, perfll glicémico & lpidico, blomarcadones Inflamabirics & a composicho da microbiota
fieral de aduiios com disbsfes melius Gpo 2.

Avaliagdo dot Rlcoos o Banefiolos:

Rimooes:

Esia pesquisa ofenece oo mirimo acs parbcpant=s. Mo momenio da colel de sangus, Dodera GoETer Um
pegueEna descoriorio, devido & dor da picada da spulita, podendo surgr uma manches arorssda no local,
Jue logo passa.

Benefickes:

Esta pesquisa rard benefidos para a populagio mm diabetes melius tipo 2, pols existern evidénclas de
que of minerals ersrosm o efebo protetor no cnganisso, agullibrands & conbribulsde para bom

funclomamente do crganismeo. Todos os partikipant=s passarfc por uma

Erdamsps Ay, Prol. Linsc Presies, 590 Beoe 708 mis 112

Esimre: Huanid CEP. o= soaOm
o =5 Menicipks:  ZAD PALLD
Talafona: )1 300N -6 Fax (1700022 E-mall: oepfciffomp br

g 0 2
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FACULDADE DE CIENCIAS

FARMACEUTICAS DA w e

LINIVERSIDADE DE 5AC

Coriras o & Fameess 175 34

avallacho mutricional compiet, s=m nepfum cuso firancero para a familia. Serd dada wea orentacho
guanio & allmenaglo gue deverd ser seguida para a meihom do guadro. Além disso, slguns 9os erames
realizados nesta pesguiza nio sdo realzados motinsramens palo slstema de saide.

Comentarios & Concldemagdes cobre a Pecguica:

A pesguisa b=m bom embasaments clentifico, sendo o assunbe bem estudades nos Gtimos anos. Os
ohjetivos oo clarcs & bBem definidos. Serlo uliizados 50 pessoss oom idades entre 19 = S0 anos que
aprezersem guadno de diabetss Hipo 2.

Corclderagben cobms o Termos de aprecesntagdo obrigatcria:

05 documentos recessarnos de anugnda & participacho estio presentes, aperas fakando a oficlalizacho
das UEE paricipant=s, segundo oarta expllcativa da pesgulsadors.

O TCLE esta ciarp, descrevendo tanto a pesguiza como o procedimentos com linguagem simpies. E feto
sob forma de convie com as devidas indicaples de riscos, beneficios = pardopacio woluntsris.

Re0omendagies:

Bem recomendaples.

Conslucles ou Pendédnolas & Licta de Inadeguagbes:

Considem o projeto dentro dos padrlies &8oos necessanos para aprovagio.

Conclderagion Finals a orftéro do CEP:
Zem considerngles adiconals.

Ects parsosr ol slaborado baceado moc dooumsnics abalco relaclonsdoc:

124

Tipo Dioourmsnio Arouive Foshagem Auhor Cuacha
riormacles Basicas| PE_INFORMACBE2_pAzicas_Teoes2] pumanois Aceitn
i Frod ek =2 padf f4:5L:51
Cutros SolcExcas_incdusas_rstiuicas_Copart | 31082016 | Sivia Mara Arefio

Clpanbe oot im21:32 =randscain
ol Ing
TCLE ! Termrmos de TCLE_UES_Dowftorada pdf IMMEZIE | By Mara Arefin
Assenimemio 73947 —randscain
Jusificabiva de ARl e
AusEncly
Cubos Declamcac_irsiiuican_Co_parbicipan 24METO1E | Blvis Mara Arefin

Ercdarsgse  &x. Prol. Linso Fresles, 58] Soos T34 mim 112

Balrra:  Humntd CEF: o= scEmm
uF: =P Hunicipls: SAD PSILD
Talefona- ) 300 -8 Fax (17200120 E-mall: cepfcifump br

g 0 e
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FACULDADE DE CIENCIAS

L —
o, FARMACEUTICAS DA c%,""fff“ "o
‘-‘-’F;;ﬂ*ﬁ; LUNIVERSIDADE DE S5AQ
Cordrase s o Tameas 1. TET Y
Curtos B et fic5728 | Frandscan Arefio
Cording
Cartos Declaracho 3= Anudncis HC pf 23M22a1s Arefin
545506
Outros Declaracho de Faricipacho - Or. 23M201s Arefin
2imSo.pd §4:58:57
oS Declaracho de Farfcipacio 23M22015 ArCeiin
Lciape PLHE fa:3317
Frojeto Delalhads ! | ProjeloCouborsdol wc lame pof! 23M22015 Arefio
Brschurs i421:57
rremcsgador
Cutos Declaracho de Anuencly FCUSP g 23M2205 Arefio
3:55:58
=olha de Rosio =ole de s POF 23M220s Arefio
3:55:10
2 theagda dio Parsosr:
Annmvdo

Heoscoia Aprecisgdo da CONER:

Mio

Ercdarsge  &x. Prol. Lins
Bairre: HSranth
I 5P

Talsfona: (] [3000 N0

SA0 PALILT, 03 de Costuben de 216

Acinacdo por:

Crictna Morthfest de ARsgusrgus

{Coordenador]

= Fresiss, 51 Booc T35, minm 112
CEF: o8 soB-am

Nunicipia:  [SAD PELULD

Fax- ] TR0 -0

E-mall: oepfciffump br

L Lo B ]
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ANEXO 3. Questiondrio de Caracterizagdo da Populagdo
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Efstios da cesinnfa-do-bees] {Berfioleds soosiss H B} sobee o Safus de seiinio
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ANEXO 4. Registro Alimentar
Registro Alimentar
Nome: ID:
Tempo:
Data de Nascimento: / / Peso: Altura:

()Seg ()Ter ()Qua ()Qui ( )Sex ()Sab ()bom (_ / /
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