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RESUMO

SILVA, G.B. Efeito do consumo de castanhas-do-brasil (Bertholettia excelsa
H.B.K.) sobre os biomarcadores inflamatorios e o estado nutricional relativo ao
selénio de mulheres obesas. Sao Paulo, 2018. Tese de Doutorado — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo.

A inflamacao e o estresse oxidativo sdo processos que ocorrem simultaneamente
na obesidade e contribuem para o aumento da sintese de mediadores inflamatorios
e de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. O mineral selénio (Se), cuja
principal fonte alimentar € a castanha-do-brasil, possui propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias. Considerando a importadncia do processo inflamatorio na
obesidade e o potencial papel do Se como anti-inflamatério por meio da atuagao
de selenoproteinas, o estudo da influéncia deste micronutriente neste contexto é
de grande relevancia. Desse modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
consumo da castanha-do-brasil sobre os biomarcadores inflamatérios e o estado
nutricional relativo ao Se de mulheres obesas. No total, foram recrutadas 72
participantes alocadas randomicamente no grupo que consumiu a castanha-do-
brasil (BN) ou no grupo controle (CO) e, acompanhadas por um periodo de 2
meses. O grupo BN consumiu 1 unidade de castanha-do-brasil (~409,5 pg/Se) por
dia e o grupo CO néo recebeu nenhum tipo de intervencao. Antes e apos o periodo
da intervencdo, foram realizadas as avaliacbes antropométrica e do consumo
alimentar, e dos parametros bioquimicos relacionados ao Se, estresse oxidativo,
perfil lipidico e biomarcadores inflamatérios. Completaram o estudo 29
participantes do grupo BN e 26 do grupo CO com idade média de 40,3 (9,0) e 39,4
(9,5) anos (p=0,714), respectivamente. No baseline do estudo, observou-se que a
populacdo estudada ndo apresentava deficiéncia de Se. No grupo BN, verificou-se
um aumento de todos biomarcadores de Se avaliados. Apos 8 semanas de
intervencdo, um aumento significativo foi observado na expresséo génica de
diversos parametros proé-inflamatorios no grupo BN (IL-6, TNF-a, TLR2 e TLR4).
Apesar de nao ter havido mudangas nas concentragoes plasmaticas referentes a
estes parametros, o aumento significativo da expressdo génica pode ser um
indicativo de estimulo pro-inflamatério induzido pelo consumo da castanha-do-
brasil com altas concentragdes de Se.

Palavras-chave: selénio, castanha-do-brasil, obesidade, inflamacao.



ABSTRACT
SILVA, G.B. Effect of Brazil nut (Bertholettia excelsa H.B.K.) consumption on

inflammatory biomarkers and nutritional status of selenium in obese women. Sao
Paulo, 2018. Ph.D. Thesis — Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of
Sao Paulo.

Inflammation and oxidative stress are processes that occur simultaneously in
obesity and contribute to an increase in the synthesis of inflammatory mediators
and reactive oxygen and nitrogen species. The mineral selenium (Se), whose
main food source is the Brazil nut, has antioxidant and anti-inflammatory
properties. Considering the importance of the inflammatory process in obesity
and the potential role of Se as an anti-inflammatory by means of selenoproteins,
the study of the influence of this micronutrient in this context is of great relevance.
Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of Brazil nut intake on
inflammatory biomarkers and nutritional status of Se in obese women. In total, 72
participants randomly assigned to Brazil nut group (BN) or control group (CO)
were recruited and followed up for 2 months. The BN group consumed 1 unit of
Brazil nut (~ 409.5 pg/Se) per day and the CO group did not received any
intervention. On baseline and after two months of follow-up, the evaluation of
anthropometry and food consumption, and of the biochemical parameters related
to Se, oxidative stress, lipid profile and inflammatory biomarkers were performed.
Twenty-nine participants of BN group and twenty-six of the CO group completed
the trial, with a mean age of 40.3 (9.0) and 39.4 (9.5) years (p= 0.714),
respectively. At the baseline of the study, it was observed that this population did
not present Se deficiency. In BN group, there was an increase in all Se
biomarkers evaluated. After 8 weeks of intervention, a significant increase was
observed in gene expression of several pro-inflammatory parameters in BN group
(IL-6, TNF-a, TLR2 and TLR4). Although there have been no changes in plasma
concentrations related to these parameters, a significant increase in gene
expression may be an indicative of a pro-inflammatory stimulus induced by the
intake of Brazil nuts with high Se concentrations.

Keywords: selenium, Brazil nut, obesity, inflammation.
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1.Obesidade e inflamacgao

A obesidade é uma doenga crbnica e de origem multifatorial, que pode ser
definida como o aumento do peso corporal que resulta em um acumulo de gordura
excessiva decorrente de um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético.
Esta doenca € considerada um problema de saude publica mundial e esta
associada a varias doencgas crénicas nao transmissiveis como o diabetes mellitus
tipo 2, a dislipidemia, a hipertensdo arterial sistémica (HAS), as doencgas
cardiovasculares (DCV), o cancer e as doengas hepaticas (BASTARD et al., 2006;
NGUYEN, EL-SERAG, 2010; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). O indice de
massa corporea (IMC) é o parametro mais utilizado para definicdo da obesidade,
sendo o ponto de corte =2 30kg/m? (WHO, 2018).

O peso corporal € determinado por uma variedade de fatores que atuam por
meio de mediadores fisiologicos relacionados a ingestdo e ao gasto energético e
que podem contribuir para o desenvolvimento da obesidade. No caso dos fatores
genéticos, por exemplo, varios polimorfismos de nucleotideo unico estédo
associados a complicagdes metabdlicas, como aqueles presentes em genes
envolvidos na termogénese e na regulagéo do apetite. As mudangas no estilo de
vida das populagdes como diminuigdo da pratica de atividade fisica e o consumo
de alimentos com alto teor de agucares e gorduras e lipidios, pobre em frutas e
hortalicas, evidenciam como os fatores ambientais podem contribuir para o
aumento dos casos de obesidade. Além disso, estudos que buscam explicar a
etiologia da obesidade apontam que a ma nutricdo da mae e o crescimento
inadequado do feto durante o periodo intrauterino podem contribuir para o aumento
dos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento de doengas crénicas nao
transmissiveis, afetando a programagéo da estrutura corporal, da fisiologia e do
metabolismo (KOPELMAN, 2000; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).

De acordo com dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2016,
cerca de 1,9 bilhdo de adultos apresentavam excesso de peso, dentre os quais,
pelo menos 600 milhdes eram obesos. Segundo estimativas da OMS, em 2025
estes numeros devem alcancgar o valor de 2,3 bilhdes de adultos com excesso de
peso e 700 milhdes com obesidade (WHO, 2018). No Brasil, dados do sistema de

vigilancia de fatores de risco e protecdo para doengas crdnicas por inquérito




telefénico de 2016 (VIGITEL BRASIL 2016) indicam que houve um aumento de
aproximadamente 23,3% de excesso de peso na populacdo, e de 60% nos casos
de obesidade. A prevaléncia destes indices por estado brasileiro esta representada
nas figuras 1 e 2, respectivamente. Como consequéncia, também observou-se que
o numero de individuos diagnosticados com diabetes melitos (61,8%) e hipertenséo
arterial (14,2%) aumentou e que foram maiores entre as mulheres (MINISTERIO
DA SAUDE, 2017).

52,8% 52.8%
o AP
56,5%
AM
56,3% - o AN
3% sasy  419%

PI 56,6%
60,6% AC =P

RO TO 55,6%
55,6% 56,3% BA SE
MT 56,8%

56,49 DF 55,4%
® 48.8% i
GO -

- 55,7%
MsS 49,6% P
58,0% o E 49,7%
sP { 55,8%
56,9% RJ Z

54,2% PR
SC 48,8%
54,9%
RS

Fonte: VIGITEL, 2016.
Legenda: AC: Acre; AL: Alagoas; AM: Amazonas; AP: Amapd; BA: Bahia; CE: Ceard; DF: Distrito Federal; ES: Espirito Santo; GO: Goias; MA:

Maranhao; MG: Minas Gerais; MS: Mato Grosso do Sul; MT: Mato Grosso; PA: Para; PB: Paraiba; Pl: Piaui; PE: Pernambuco; PR: Parana;
RJ: Rio de Janeiro; RN: Rio Grande do Norte; RO: Rondbnia; RR: Roraima; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina; SE: Sergipe; SP: Sao

Paulo; TO: Tocantins.

Figura1. Porcentagem de adultos com excesso de peso (IMC 225kg/m?) nos
estados brasileiros.
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Figura2. Porcentagem de adultos com obesidade (IMC =30kg/m?) nos estados

brasileiros.

A relacdo entre a obesidade e a inflamagao, ja estabelecida na literatura
atual, foi proposta pela primeira vez por Hotamisligil e colaboradores em 1993, pela
observacado de que o tecido adiposo branco também €& capaz de secretar uma
citocina com papel pro-inflamatorio, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Apos
a identificacdo e caracterizacdo da leptina em 1994, o tecido adiposo foi
considerado um érgéo endocrino, que além de exercer a fungdo de armazenamento
de reservas energéticas — na forma de triacilglicerdis —, produz e/ou secreta
diversos horménios e moléculas de sinalizagdo (HOTAMISLIGIL et al., 1993; GALIC
et al., 2010; CALDER et al., 2011).

A resposta inflamatodria € um componente importante da resposta imune que
atua na protegao contra um determinado tipo de agresséo por meio de mediadores
que tornam-se ativos formando um complexo regulatorio. Esse processo pode ser
agudo, desencadeado por infecgdes ou lesdo tecidual, ou cronico, observado em
doencgas autoimunes ou causado por estimulos exégenos que podem levar a um

dano tecidual. No entanto, no caso da obesidade, o processo inflamatério ndo




envolve os sinais e sintomas classicos da inflamacéo (dor, rubor, calor, edema e
perda da fung¢do) e caracteriza-se por uma reagéo crénica, sistémica e de baixa
intensidade denominada metainflamacéao ou inflamagao metabdlica. O excesso de
determinados nutrientes e metabdlitos pode ativar vias de sinalizagdo e moléculas
relacionadas a inflamacgao classica e entdo desencadear o processo de
metainflamagdo (HOTAMISLIGIL, 2006; MASKREY et al., 2011; ROGERO,
CALDER, 2018).

A inflamagéao crénica e de baixo grau presente na obesidade, caracterizada
por alteracbes na producdo de adipocinas e aumento de biomarcadores
inflamatorios, esta associada a varios fatores relacionados ao tecido adiposo
branco. Entre estes fatores estao a infiltragdo de macrofagos, ativagao de células
endoteliais, a presenca de adipdcitos hiperplasicos e hipertréficos e estresse
oxidativo (NEELS, OLEFSKY, 2006; ELKS, FRANCIS, 2010; GALIC et al., 2010;
MAURY, BRICHARD, 2010).

O tecido adiposo produz uma variedade de citocinas com acao proé-
inflamatdéria denominadas adipocinas, como a proteina quimiotatica para mondcitos
(MCP)-1, a IL-1B, o TNF-a e a IL-6. Nesse sentido, individuos obesos apresentam
um aumento da sintese de biomarcadores pro-inflamatérios como a proteina C
reativa (PCR), o MCP-1, o inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAIl)-1, a
molécula de adeséo intercelular soluvel (sICAM)-1, a IL-13, o TNF-a, a IL-6 e a
leptina. Por outro lado, as adipocinas com acdo anti-inflamatoria, como a
adiponectina e a IL-10, encontram-se em concentragbes reduzidas nestes
individuos (SHAH et al., 2008; BASTOS et al., 2009). Os adipodcitos sdo os
responsaveis por expressar e secretar essa variedade de adipocinas que podem
atuar tanto em nivel local (autocrino/paracrino), como em nivel sistémico
(enddcrino). A partir dessas fungdes, os adipocitos podem influenciar a atividade
metabdlica de outros tecidos como o cérebro, o hipotalamo, o figado, o musculo e
as células B pancreaticas (GOOSSENS, 2008; GELONEZE et al., 2015).

Na obesidade observa-se um aumento de macréfagos no tecido adiposo
branco, principalmente no tecido adiposo visceral. Este processo ocorre em
consequéncia a varios fatores como o aumento da sintese de adipocinas e
citocinas, da hipertrofia dos adipdcitos, da hipoxia no tecido adiposo e do aumento
da concentragdo sanguinea de lipopolissacarideos (LPS), sendo este ultimo




responsavel pelo quadro de endotoxemia metabdlica (BASTOS et al., 2009). Este
processo de infiltragdo dos macréfagos tem origem a partir da migragdo de
monaocitos do sangue periférico para o tecido adiposo visceral, que, posteriormente,
irdo se diferenciar em macrofagos. A MCP-1 € a citocina responsavel por mediar
este processo, uma vez que sua expressdo esta altamente relacionada com a
quantidade de macréfagos residentes. Aléem disso, a MCP-1 correlaciona-se
positivamente com a adiposidade. A expresséo génica e secregao da MCP-1 s&o
estimuladas pelo TNF-q, IL-6 e hormbnios de crescimento em pré-adipocitos, e,
pode ser influenciada por alteragdes na secregdo de adipocinas (BASTOS et al.,
2009). Os macroéfagos ativos podem ser classificados em M1 e M2. Os macrofagos
M1 atuam na produgao de citocinas pro-inflamatorias, como IL-1p3, IL-6 e TNF-q, as
quais podem bloquear a acao da insulina nos adipocitos e levar ao desenvolvimento
de um quadro de resisténcia a agao da insulina. Por outro lado, os macréfagos M2
secretam citocinas com acdo anti-inflamatérias, como a IL-10 que atenua a
intensidade da resposta inflamatéria (GOOSSENS, 2008; ELKS, FRANCIS, 2010;
BONDIA-PONS et al., 2012; QUINTANILHA et al., 2017). Macrofagos e produtos
secretados por adipdcitos (adipocinas), podem ainda ativar células endoteliais, as
quais resultam na producdo de uma variedade de moléculas de adesao,
quimiocinas e citocinas, que por sua vez, irdo direcionar leucdcitos para tecidos
subjacentes e estimula-los a tornarem-se totalmente ativos (GOOSSENS, 2008;
ELKS, FRANCIS, 2010; MAURY, BRICHARD, 2010).

A inducdo da resposta inflamatoria oriunda da infiltragdo de macrofagos
também esta relacionada ao desenvolvimento da resisténcia a agao da insulina.
Um dos mecanismos para que este fato ocorra é a fosforilagdo do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS-1), induzida por TNF-a ou &acidos graxos néo
esterificados, em residuos de serina, cujo fato interfere na capacidade desta
proteina atuar na sinalizagao da agao da insulina (QUINTANILHA et al., 2017).

Neste contexto, existem duas importantes vias de sinalizacédo da inflamacéao
envolvidas nestes processos: a via do fator nuclear kappa B (NF-kB) e da c-jun-N-
terminal quinase (JNK). A via do NF-xB pode ser ativada por meio da ligagao de
um ligante no receptor de superficie celular como o TNF-R (receptor para o TNFa)
e o do tipo Toll (receptor para TLR4). Estes receptores, por sua vez, podem ser

ativados tanto por acidos graxos saturados como por LPS. Apéds estes estimulos, a




IKK-B é ativada e promove a fosforilagao do inibidor do B (IKB)-a, o que favorece
a sua poliubiquitinagdo e subsequente degradacdo pelo proteassoma 26S,
localizado no citosol. Apos esta etapa, o NF-kB é liberado e translocado para o
nucleo da célula, o que promove a ativacdo de genes que codificam proteinas
envolvidas nas respostas imune e inflamatéria. Ja a via da JNK pode ser ativada
por acidos graxos, citocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO). Esta via de
sinalizagdo promove a ativagdo do fator de transcricdo designado ativador da
proteina 1 (AP-1), que esta relacionado com a expressao génica de citocinas pro-
inflamatorias e com a via de sinalizagao da insulina (VALLABHAPURAPU, KARIN,
2009; PAL et al., 2016; ROGERO, CALDER, 2018).

A obesidade induz um quadro de estresse oxidativo sistémico ao aumentar
a quantidade de ERO nos adipdcitos. O estresse oxidativo ocorre mediante um
desequilibrio entre a produgao de ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) e
os mecanismos fisioloégicos de defesa antioxidante. Em individuos obesos, os
fatores que contribuem para o aumento deste processo sdo: a hiperglicemia, a
hiperleptinemia, a concentragéo tecidual elevada de lipidios, a inflamag&o crénica
e as defesas antioxidantes inadequadas (VINCENT,TAYLOR, 2006; PINTON,
2013).

Em condi¢cbes de hiperglicemia, produtos finais de glicosilagdo avangada
(AGE) sao formados. Estes produtos se ligam a receptores especificos na
superficie das células produzindo ERO. Além disso, os AGE e a proteina quinase
C estimulam a produgdo de ERO/ERN por meio da ativagdo de NADPH oxidases e
do NF-kB. As enzimas NADPH oxidases irdo catalisar a reducdo mono-eletronica
do oxigénio externo utilizando o NADPH como um doador de elétron interno,
gerando assim o O2+". Ja o NF-kB é responsavel por favorecer o processo de
transcrigdo de moléculas de adesao, de citocinas pré-inflamatorias, das iINOS e de
miRNA envolvidos na adipogénese, na inflamacdo e no estresse oxidativo
(VINCENT, TAYLOR, 2006; SAVINI et al., 2013).

A leptina € o horménio que atua no controle da ingestédo alimentar e do gasto
energético no sistema nervoso central. Em individuos obesos, a hiperleptinemia
aumenta a resposta inflamatéria por meio de um mecanismo ainda pouco
conhecido. Sugere-se que a leptina pode desencadear a produgdo de ERO e

aumentar a quimiotaxia, a ativagado de neutréfilos e a sintese de citocinas pro-




inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-12 (GREENBERG, OBIN, 2006; TILG,
MOSCHEN, 2006; SHAH et al., 2008; GALIC et al., 2010).

O excesso de triacilglicerois intracelulares observados em individuos obesos
também favorece a producéo de radicais livres por meio do aumento da producao
de Oz nas mitocéndrias. Os lipideos podem atuar como substrato para reacoes
de oxidacdo, podendo estimular a formagao de radicais e aumentar o estoque de
subprodutos oxidativos (VINCENT,TAYLOR, 2006).

O estresse oxidativo e a inflamacdo sdo processos que se encontram
interligados na obesidade, embora a sequéncia temporal destes eventos ainda n&o
tenha sido estabelecida. A presenca de mediadores ativos como moléculas
quimiotaticas, citocinas e adipocinas podem aumentar o estado inflamatorio nestes
individuos e resultar em maior producdo de ERO. Ao estimular a infiltracdo de
macrofagos e a sintese de citocinas pro-inflamatorias, o tecido adiposo aumenta a
respiracao celular e a producdo de ERO como o O2*7, H20O2, OHs e o NO. Outra
fonte importante de ERO neste caso € a NADPH oxidase (Nox), que é expressa
tanto em fagocitos como em células endoteliais. Acredita-se que a Nox é capaz de
aumentar a expressao do receptor designado Toll-like receptor 4 (TLR4), cuja via
associada a este receptor culmina na ativagdo do fator de transcricido NF-kB.
Individuos obesos apresentam uma maior contagem de leucocitos no sangue, com
aumento de mondcitos e uma tendéncia a elevacao de neutrdfilos. Estas células
também sao capazes de produzir radicais O2¢~, H2O2, OHes, ONOO-", aumentando
ainda mais o estresse oxidativo sistémico na obesidade. Considerando o
mecanismo de inflamagao de baixo grau que ocorre na obesidade e as possiveis
fontes de radicais livres decorrentes deste processo, € possivel estabelecer um
ciclo vicioso entre o inicio do recrutamento de macréfagos pelo tecido adiposo e a
producédo de citocinas proé-inflamatérias e ERO por estes macrofagos, que
resultardo em dano oxidativo e desencadeara doengas como a aterosclerose
(VINCENT, TAYLOR, 2006; FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011; ALFADDA,
SALLAM, 2012).

As alteragbes no sistema de defesa antioxidante de individuos obesos
podem ser atribuidas, além de outros fatores, a diminuigdo da ingestdo de

compostos antioxidantes como vitaminas e minerais, resultando na redugao das




suas concentracbes sanguineas e na alteragdo de enzimas antioxidantes
(VINCENT, TAYLOR, 2006; MARSEGLIA et al., 2014).

1.2.Selénio: aspectos gerais, nutricionais e sua relagao com a inflamagao

O selénio (Se) € um elemento-tragco que apresenta fungdes biolégicas de
grande importancia para a saude humana. A essencialidade do mineral para os
seres humanos foi provada em 1979 quando o quadro de distrofia muscular em um
paciente mantido em nutricdo parenteral por um longo periodo foi revertido apés a
suplementagcdo com Se. Além disso, a descoberta da doenga de Keshan em uma
area da China com solos pobres em Se, também contribuiu para estabelecer seu
importante papel na saide humana (BROWN, ARTHUR, 2001; COMINETTI, 2013).

O Se encontra-se biologicamente ativo na forma de um aminoacido
denominado selenocisteina. Desse modo, proteinas que apresentam quantidades
expressivas de Se sdo denominadas de selenoproteinas e estas sdo responsaveis
por exercer as principais fungdes bioldgicas relacionadas a este micronutriente no
organismo humano (Cominetti, 2013; Roman et al., 2014). A incorporagdo da
selenocisteina na sequéncia de aminoacidos das selenoproteinas ocorre mediante
um mecanismo complexo que tem inicio durante a tradu¢do com a codificagdo da
proteina no cdédon UGA na regido codificadora do mRNA. No entanto, para a
incorporagao da Sec, uma recodificacao no stop cédon UGA é feita por meio de
uma estrutura loop especifica denominada sequéncia de insergdo de Se (SECIS)
na regido 3'ndo traduzida do mRNA (Cominetti, 2013; Labunskyy et al., 2014).
Nesse sentido, a sintese e a expressao de selenoproteinas podem ser influenciadas
pela ingestdo dietética de Se por meio de modificagbes na leitura do cddigo
genético (DUNTAS, BENVENGA, 2015).

Em mamiferos, 25 selenoproteinas ja foram caracterizadas, dentre as quais
estdo as glutationas peroxidase (GPx), as tioredoxinas redutase (TR), as
iodotironinas deiodinase (IDI), a selenofosfato sintetase 2 (SPS2), as
selenoproteinas P, S, K, W, entre outras que ainda possuem fun¢do desconhecida
(Figura 3) (PAPP, L. V. et al., 2007; HESKETH, 2008; HUANG et al., 2012).
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Figura3. Selenoproteinas caracterizadas em mamiferos e suas principais

funcdes.

Entre as principais fun¢gbes deste micronutriente estdo a capacidade
antioxidante, o aumento da resisténcia do sistema imunologico, o papel na
fertilidade e no sistema de reproduc¢ao, a participagdo na conversao do T4 (tiroxina)
em T3 (tri-iodotironina), a protecdo contra a agdo nociva de metais pesados e
xenobidticos, a redugado do risco de doencgas crénicas nao transmissiveis, a agao
neuroprotetora e estabilidade gendmica (PAPP, et al., 2007; ROMAN et al., 2014).

Ao constatar sua importancia bioldgica, inumeros estudos vém buscando
monitorar a ingestdo de Se em populagdes de diferentes paises. As variagdes de
ingestdo de Se encontradas em paises como Venezuela, Brasil, Estados Unidos e
na Europa podem ser atribuidas aos diferentes teores deste mineral no solo que,
por sua vez, irdo influenciar as concentragdes nos alimentos provenientes destas
regidbes (RAYMAN, 2008; FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011). No Brasil, as
concentragbes de Se no solo podem variar inclusive entre os estados, sendo as
menores concentragdes observadas nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e
Goias, enquanto que as mais elevadas foram encontradas no Ceara, Para e
Amazonas (SHALTOUT et al, 2011). Nos alimentos o Se esta presente em
diferentes formas quimicas e este é um fator essencial a ser considerado em termos

de biodisponibilidade. De modo geral, a absor¢do de compostos orgéanicos de Se




(selenometionina e selenocisteina) pelo nosso organismo € melhor quando
comparado com o Se na forma de sais inorgénicos (selenito e selenato)
(FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011).

Os valores de recomendacgédo de ingestdo diaria para Se, abrangendo
populacdes de diferentes paises foi baseada nas necessidades para atingir a
atividade maxima da GPx no plasma ou eritrocitos. Desse modo, tanto os valores
de necessidade média estimada (estimated average requirement - EAR) como os
de ingestao dietética recomendada (recommended dietary allowance - RDA) para
adultos foram estabelecidas a partir das concentragdes de glutationa peroxidase
otimizadas com base em dois estudos de intervengao. Apds os calculos, os valores
de EAR e RDA para homens e mulheres (>18 anos) foram de 45ug/dia e 55ug/dia,
respectivamente. A ingest&o de altas concentragdes de Se, tanto na forma organica
como inorganica do mineral, pode ser toxica para o organismo humano. Os sinais
clinicos observados nesta condigdo incluem desde queda de cabelo e unhas
frageis, até alteragbes gastrointestinais, erup¢des cutaneas, fadiga, odor de alho
na respiragdo, irritabilidade e anormalidades no sistema nervoso. O valor
estabelecido como limite maximo toleravel de ingestéo (tolerable upper intake level
— UL) para adultos é de 400ug/dia e foi baseado nos sinais comumente observados
no quadro de selenose (reducao de brilho e perda de unhas e cabelos) (IOM, 2006).

A avaliacdo do estado nutricional dos individuos relativos a este
micronutriente tem por objetivo determinar se ha uma deficiéncia nutricional, ou
ainda, monitorar os riscos de efeitos adversos resultantes da alta ingestdo. Além
do consumo alimentar, outros biomarcadores sao utilizados para esta avaliacao,
como a determinagdo das concentragdes de Se no sangue (sangue total, soro,
plasma ou eritrocito), na urina, nas unhas e no cabelo. A avaliagcdo das
concentragbes plasmaticas reflete um estado nutricional a curto prazo, podendo
detectar um quadro de deficiéncia de Se. A determinagdo da selenoproteina P
(SELENOP) representa uma resposta ainda mais especifica neste caso, pois esta
selenoproteina abrange cerca de 40 a 60% do Se no plasma. Além disso, é a
principal carreadora do Se para os tecidos periféricos. Ja a determinagao de Se nos
eritrocitos, cabelos e unhas representa uma avaliagdo de longo prazo e os dois

ultimos, mais especificamente, s&o utilizados para avalicbes de possiveis riscos de




toxicidade (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011; COMBS, 2015; PIECZYNSKA,
GRAJETA, 2015).

Como mencionado anteriormente, o Se desempenha um papel importante
no sistema imune. No entanto, no que diz respeito a resposta inflamatéria, seu
papel ainda é pouco explorado, mas alguns mecanismos ja vém sendo propostos
para elucidar essa questdo. Ha evidéncias de que o papel no Se na resposta
inflamatdria esteja associado aos seus efeitos nas células imunes e,
principalmente, nas vias de transdugdo de sinais de macréfagos. No entanto,
grande parte desses resultados s&o provenientes de estudos in vitro (DUNTAS,
2009). Estudos realizados com cultura de células estimuladas com LPS mostram
que a suplementacdo com Se, na forma de selenito de sédio, foi capaz de reduzir
a expressao génica de TNF-a e da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) por meio da
modulagao das vias da MAP quinase e do NF-kB. Este processo ocorre de maneira
dose-dependente (ZAMAMIRI-DAVIS et al., 2002; ZHANG et al., 2002; ZHANG et
al.,, 2014). Outro aspecto relevante neste contexto € a do estresse oxidativo.
Macrofagos e neutrofilos ativos produzem ERO que, em concentragdes adequadas,
sdo importantes para a atividade microbicida e para a sinalizacdo intracelular
adequada. Algumas selenoproteinas sao responsaveis por regular a produgéao de
ERO e do estado redox em células imunes. Nesse sentido, tanto a deficiéncia
quanto a superexpressao dessas selenoproteinas podem desregular as fung¢des
dessas células podendo provocar a morte das mesmas ou ainda prejudicar o
mecanismo oxidativo necessario as fungdes fagociticas (HOFFMANN, 2007). Um
dos principais mecanismos de acgao in vivo esta relacionado a via de ativacdo do
NF-kB. O aumento de ERO pode contribuir para a ativacdo da via do NF-xB e
desencadear o aumento da resposta inflamatéria. Evidéncias mostraram que o
aumento da expressao da GPx pode reduzir os niveis de ERO por meio da inibigéo
da fosforilagdo da IkB-a impedindo a translocagdo do NF-kB para o nucleo (Figura
4). Além disso, observou-se aumento da meia vida da IkB, preservando assim a
sua degradacéo (KRETZ-REMY, ARRIGO, 2001; DUNTAS, 2009).
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Figura 4. Mecanismo proposto para o papel do selénio na resposta inflamatéria.

Alguns estudos sugerem que o papel antioxidante da SELENOP no tecido
adiposo possa estar relacionado com mecanismos celulares do estresse oxidativo
ligados a inflamacgéo e a resisténcia a insulina. Um estudo realizado em animais
mostrou que a expressédo génica da SELENOP1 estava reduzida tanto em ratos
obesos ob/ob como nos que foram submetidos a uma ragéo rica em lipidios. Este
resultado também foi observado em células de adipdcitos primarios isoladas de
ratos obesos Zucker. Além disso, observou-se que o silenciamento do gene da
SELENOP ocasionou em reducgéo da atividade da GPx e na regulagao positiva de
proteinas com agao pro-inflamatérias como MCP-1 e IL-6 em pré-adipocitos. Os
resultados deste trabalho mostraram que a SELENOP exerce um papel importante
na diferenciacdo de adipdcitos por meio da modulagdo do estresse oxidativo e da
resposta inflamatéria (ZHANG, CHEN, 2011).

1.3.Estado nutricional relativo ao selénio na obesidade e a intervengao
com a castanha-do-brasil
A deficiéncia de micronutrientes em individuos obesos € observada em
diversos paises e pode ter implicacbes metabdlicas importantes contribuindo para
o0 aumento do risco de comorbidades. Evidéncias mostraram que essas deficiéncias
podem influenciar, por exemplo, o metabolismo da leptina e da insulina. A baixa

ingestdo alimentar para redugdo do peso corporal e as alteragdes fisiologicas




decorrentes da fisiopatologia da obesidade influenciam de forma direta o status
corporal de varios micronutrientes (ASTRUP, BUGEL, 2010).

O papel do Se nas doencas cronicas esta relacionado as funcbes das
selenoproteinas que, como comentado anteriormente, atuam nos sistemas
antioxidante e imune. Além disso, evidéncias também mostram a influéncia deste
micronutriente em vias metabdlicas associadas a algumas condi¢des fisiologicas
(ROMAN et al., 2014).

No entanto, os estudos que avaliaram o papel do Se na fisiopatologia da
obesidade e o estado nutricional relativo a este micronutriente nestes individuos
ndo estdo completamente esclarecidos e s&o escassos na literatura. Alguns
estudos apontam que os obesos apresentam deficiéncia de Se concomitante a um
elevado grau de estresse oxidativo (ALASFAR et al., 2011; COMINETTI et al.,
2012). No entanto, outras evidéncias verificaram concentragbes sanguineas
adequadas deste mineral, indicando um estado nutricional adequado (SANCHEZ
et al., 2010; YERLIKAYA et al., 2013)

Pesquisas brasileiras demonstraram que individuos obesos apresentam
deficiéncia em Se e que uma intervengao nutricional por meio de um alimento, a
castanha-do-brasil, pode ser uma forma de contribuir para a melhora do estado
nutricional relativo a este micronutriente destes individuos. Um destes estudos
ainda indicou uma melhora no estresse oxidativo, processo importante na
fisiopatologia da obesidade (MARANHAO et al., 2011; COMINETTI et al., 2012).
Outros estudos nacionais conduzidos com pacientes renais cronicos (STOCKLER-
PINTO et al., 2014), com declinio cognitivo leve (CARDOSO, et al., 2016), com
individuos dislipidemicos e hipertensos (HUGUENIN et al., 2015) e individuos
saudaveis (DONADIO, et al., 2017) também mostraram que o consumo diario de
apenas 1 n6z (3 a 5g) por um periodo maior que 1 més é eficaz na melhora dos
biomarcadores do status de Se.

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa, H.B.K) é uma semente derivada
da castanheira (Figura 5), uma espécie nativa da Amazdénia que pertence a familia
Lecythidaceae mas que também pode ser encontrada em outros estados como
Para, Rondénia, Acre e uma parte do Maranh&o e Tocantins (CARDOSO et al.,
2017).




Castanheira

Semente (castanha-do-brasil)

Figura5. Imagens da arvore da castanha-do-brasil, seu fruto e semente.

Esta noz é considerada uma é6tima fonte alimentar de Se por apresentar uma
alta concentragao e biodisponibilidade deste mineral. As concentragbes de Se na
castanha-do-brasil podem variar de 8 a 83 ug/g dependendo da regido onde é
cultivada. A principal forma de Se encontrada nesta noz é a selenometionina, forma
organica e biodisponivel do mineral para o organismo humano. (THOMSON, et al.,
2008; YANG, 2009; CARDOSO et al., 2017).

Nesse sentido, mais estudos nesta area sdo necessarios para compreender
melhor os efeitos deste micronutriente nos processos metabdlicos envolvidos na
fisiopatologia da obesidade. A énfase por estudos na populagao brasileira se deve
ao fato de que as diversidades regionais, incluindo os habitos alimentares, possuem
grande influéncia no status de Se.

Portanto, considerando a importancia do processo inflamatoério crénico na
fisiopatologia da obesidade e o papel do Se como um nutriente com acgao
moduladora da resposta inflamatdria por meio da sua participacéo na constituicao
de selenoproteinas, é de grande relevancia avaliar a influéncia deste micronutriente
neste contexto. Assim, este estudo se propds a realizar um estudo de intervencao
nutricional utilizando o Se proveniente da castanha-do-brasil, altamente

biodisponivel para o organismo humano.




. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

¢ Individuos obesos apresentam deficiéncia de Se e o consumo da castanha-
do-brasil € eficaz na melhora do estado nutricional relativo a este

micronutriente.

e A ingestdo de Se por meio do consumo da castanha-do-brasil é capaz de
atenuar a inflamagédo cronica e de baixo grau presente em individuos

obesos.




3. OBJETIVOS
3.1.Geral

Avaliar o efeito do consumo de castanha-do-brasil sobre os biomarcadores

inflamatoérios e o estado nutricional relativo ao selénio de mulheres obesas.

3.2. Especificos

e Avaliar o estado nutricional geral das participantes do estudo, em especial
quanto ao Se.

e Avaliar se a intervencdo com Se proveniente da castanha-do-brasil
influenciou os biomarcadores relacionados a inflamacéo.

e Avaliar a possivel influéncia do Se na expressao das proteinas de membrana
TLR2 e TLRA4.




4. CASUISTICA
4.1. Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (N° Parecer 1.421.929)
(ANEXO 4). Apos todos os esclarecimentos sobre o estudo, todas as participantes
que aceitaram participar receberam e assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 5) (Resolugao CNS n° 196/96, itens Ill, IV e V). Foi
informado também sobre o direito de desistir de participar da pesquisa em qualquer

momento, sem constrangimentos.

4.2. Selegao dos participantes

Este estudo € do tipo longitudinal, prospectivo e randomizado. O calculo do
tamanho da amostra foi estimado utilizando o software estatistico G*Power Versao
3.1.5 (FAUL et al., 2007). Foi realizado o calculo a priori para comparagéo de
meédias independentes utilizando o teste t unicaudal, considerando uma alocagéo
de 1:1 entre os grupos.

A variavel quantitativa selecionada para a estimativa do calculo amostral foi
a concentragao de selénio plasmatico (ug/L). Adotou-se uma probabilidade de erro
alfa de 0,05 e um poder de teste de 0,95. O desvio padrao foi obtido do estudo de
(Cominetti et al., 2012) cujo objetivo foi avaliar o efeito do consumo de selénio sobre
o risco aterogénico em mulheres obesas. A magnitude do efeito foi calculada
baseada nos estudos de Thomson (2004) e Cominetti et al., (2012), sendo obtido
um valor de 0,9. Dessa forma, o tamanho da amostra foi estimado em 56
participantes, considerando uma alocagdo de 28 individuos em cada grupo.
Entretanto, para prevenir eventuais perdas comuns em estudos longitudinais
prospectivos, recomenda-se a correcdo do calculo amostral em até 30% (MIOT,
2011). Assim, a amostra final foi composta por 72 participantes (considerando uma
alocagao de 36 individuos em cada grupo) recrutadas nas dependéncias do Servigo
de Endocrinologia e Metabologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP (HC-FMUSP).

Foram incluidas na pesquisa participantes do sexo feminino com idade entre

18 e 55 anos que atendiam aos seguintes critérios:




e IMC de 28,0 a 39,9 kg/m?;

e Nao apresentar doengas como infecgdes recentes, inflamagéo de alto grau,
doencgas cardiovasculares e gastrointestinais cronicas (doenga inflamatoria
intestinal, doenga celiaca) e cancer;

e Nao estar gestante e participando de outro estudo clinico;

¢ N3ao utilizar suplementos vitaminico-mineral;

e Nao ser tabagista;

e N&o fazer ingestao de alcool cronicamente;

e Nao apresentar alergia alimentar a oleaginosas ou relatar um consumo regular
de castanha-do-brasil;

e N3&o praticar atividade fisica intensa.

As 72 participantes recrutadas foram alocadas para o grupo Brazil nut (BN)
ou para o grupo controle (CO). Durante o periodo do estudo, houve perdas no
segmento e as razdes da n&o continuidade no estudo estao descritas na Figura 6.
No caso do grupo CO, é importante relatar que algumas desisténcias ocorreram no
momento da abertura do envelope com a palavra “sem castanha”. Neste ultimo
caso, os envelopes foram descartados, pois ja estavam com marcas por terem sido
abertos e este fato poderia comprometer a randomizacgao do estudo. Desse modo,
o estudo foi finalizado com 29 participantes no grupo BN e 26 no grupo CO (Figura
6).




Selegao das participantes

Randomizagéao

| 1
Grupo Brazil nut (BN) Grupo Controle (CO)
(n=36) (n=36)

2 meses consumindo — 2 meses — sem intervengao

1 castanha/dia

Adoeceram na semana do T1

Adoeceram na semana do T1 (n=2) (n=3)
|| Engr‘av.idou (n=1) Infartou (n=1)
Desistiram (n=2) Desistiram (n=6)

Hipertrigliceridemia familiar (n=1)

Completaram o protocolo | | Completaram o protocolo
29 participantes 26 participantes

Legenda: n= nimero de participantes; T1= segunda coleta de sangue apds 2 meses de suplementagao ou sem
intervengéo.

Figura 6. Fluxograma de seleg¢ao das participantes do estudo.

4.3.Protocolo Experimental

As participantes foram alocadas randomicamente em um grupo que recebeu
a castanha-do-brasil (Grupo BN) ou em um grupo controle (Grupo CO), que nao
consumiu a castanha. A randomizacgao foi feita por meio de sorteio com a utilizagao
de envelopes opacos e lacrados. No momento da primeira coleta de sangue, cada
participante escolheu aleatoriamente um envelope contendo a palavra “castanha”
ou “sem castanha”, definindo, assim, o seu respectivo grupo.

O grupo BN consumiu diariamente 1 n6z de castanha-do-brasil por um
periodo de 60 dias. O grupo CO n&o recebeu nenhum tipo de intervencéo
nutricional durante este mesmo periodo e foi orientado a evitar a ingestao de outros

tipos de alimentos ou preparagdes contendo castanha-do-brasil (Figura 7).




| i Grupo Brazil nut

S 60 dias
W;: 5‘) ————————————————
T0 T1
I { Grupo Controle
& 60 dias
) ________________
Figura 7. Protocolo experimental do estudo.

No dia da primeira coleta de sangue (T0), as participantes do grupo BN
receberam um recipiente com a quantidade necessaria de castanhas-do-brasil a
ser consumida durante o estudo. No rotulo estavam disponiveis as informacdes
nutricionais, bem como as instrugdes corretas para o armazenamento e o consumo
deste alimento. O acompanhamento e controle do consumo da castanha foi feito
por meio de contato telefébnico durante os dois meses de suplementagao. Ao final
do estudo (T1) foi solicitado que as participantes que, por algum motivo, tivessem
esquecido de comer a castanha retornassem com as mesmas no recipiente que foi
entregue no inicio do estudo. O grupo CO, nesta mesma etapa, foi orientado a
retornar ao ambulatorio apds 60 dias para uma nova avaliagdo. Neste dia também
foi aplicado um questionario, a fim de obter informag¢des socioecondmicas, uso de
medicamentos e presenga de doencas (ANEXO 6). Ao final do periodo de dois
meses, para os dois grupos, foi realizada a segunda coleta de sangue (T1),
encerrando o protocolo experimental.

Nos momentos TO e T1, foram realizadas a coleta de sangue, antropometria,
bioimpedéancia elétrica (ANEXO 6) e um recordatério alimentar de 24 horas
(ANEXO 7) , sendo que outros dois foram feitos por telefone.




5. MATERIAL E METODOS
5.1.Caracterizagcao da castanha-do-brasil (Bertholettia excelsa H.B.K.)
5.1.1. Analise da composigéo centesimal e da concentragédo de Se

As castanhas-do-brasil utilizadas neste estudo sdo provenientes da regiao
Amazobnica e foram doadas pela empresa Agropecuaria Aruana S/A (ltacotiara —
AM). As castanhas, apds serem recebidas pelo Laboratério de Nutricdo e Minerais
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP, foram mantidas na propria
embalagem fornecida pelo fabricante (embalagem a vacuo em latas metalicas
protegidas da agéo da luz e do ar) e imediatamente armazenados em freezer -20°C.

Para a determinacdo da composi¢cao centesimal e da concentragao de Se,
foi retirada uma amostra aleatoria das castanhas do lote recebido. Em seguida, as
castanhas foram ftrituradas e submetidas ao processo de liofilizagdo para
determinagcdo da umidade da amostra. As amostras liofilizadas foram utilizadas
para a determinacdo de cinzas, lipideos, proteinas e da concentracdo de Se. O
carboidrato (incluindo a frag&o fibra) foi estimado por diferenga. A composigéo
centesimal foi determinada de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz
(cinzas e lipideos) e da Association of Official Analyctical Chemists (AOAC)
(proteinas).

A concentracdo de Se foi realizada por meio do método de espectrometria
de absorgdo atdbmica por geracdo de hidretos acoplados a cela de quartzo
(HGQTAAS). Em um tubo de micro Kjeldhal foram pesadas 50mg das amostras de
castanha-do-brasil ja liofilizadas com posterior adigdo de 5mL de acido nitrico 68%
P.A. (Merck®). Os tubos foram colocados em blocos digestores e mantidos
overnight para o inicio da digestdo das amostras. No dia seguinte, foi dada a
continuidade da digestdo das amostras com os blocos digestores a uma
temperatura inicial de 50°C, a qual foi aumentada gradativamente até 150°C para
digestdo completa do material organico. Ao final desta etapa, as solu¢gdes foram
reduzidas de Se (VI) para Se (IV) com a adigdo de 5mL de HCL 1,2N a uma
temperatura de 100°C por duas horas. Apds este procedimento, as solu¢des foram
diluidas para 100mL com agua nanopura e submetidas a leitura (FOSTER,
SUMAR, 1996; HAO et al., 1996). A analise foi realizada em triplicata e os

resultados expressos em ug/100g de alimento in natura. O controle da metodologia




foi feito por meio da utilizagdo dos materiais de referéncia Wheat Flour Standart
Reference Material 15672 e Bovine Liver Material certificados pelo National Institute
of Standart & Technology (NIST). A analise seguiu os mesmos padrdes realizados
para as amostras. A curva de calibragao utilizada na analise de Se foi preparada
com Tritisol® selenium standart solution (1000 mg/L) - Merck®, nas seguintes
concentragdes: 0,0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 30,0 pg/L e com 10% de HCL
1,2 N.

5.2. Avaliagao Antropométrica
5.2.1. Peso

Utilizou-se uma balanga antropométrica com graduacéo de 100g, onde as
participantes foram posicionadas no centro da balanca, descalg¢as, usando a menor
quantidade de roupa possivel, em posi¢cado ereta e com os bragos estendidos ao
longo do corpo (LOHMAN, 1992).

5.2.2. Estatura

Foi aferida utilizando um estadibmetro fixo na parede, estando as
participantes descalgas, em pé com os pés juntos, e bragos estendidos ao longo do
corpo, olhando para a linha do horizonte com a cabega formando um angulo de 90°
(LOHMAN, 1992).

5.2.3. Indice de Massa Corpérea (IMC)

Foi calculado dividindo-se o peso (kg) atual pela estatura (m) elevada ao
quadrado: IMC= peso (kg) / estatura (m?).

O resultado foi analisado de acordo com a classificagdo proposta pela
Organizagado Mundial de Saude (WHO, 1998).

5.2.4. Circunferéncia da Cintura (CC)

A circunferéncia da cintura foi aferida com a paciente em pé&, com os pés
juntos e bragos estendidos ao longo do corpo, utilizando uma fita métrica n&o
extensivel. A mesma deve circundar o individuo no ponto médio entre a ultima

costela e a crista iliaca. A leitura foi feita no momento da expiragao e o resultado foi




analisado de acordo com a classificagdo da Organizagdo Mundial de Saude
(LOHMAN, 1992; WHO, 1998).

5.2.5. Bioimpedancia elétrica

Para realizac&o deste procedimento foi utilizado o analisador de composicéo
corporal InBody 720 (Ottoboni). As participantes foram orientadas a n&o ingerir
alcool e bebidas cafeinadas, bem como néao praticar exercicios fisicos intensos nas
ultimas 24 horas. O exame era realizado logo apds a coleta de sangue, com o
individuo em jejum. No momento do procedimento, foi solicitado que o individuo
retirasse todos os objetos metalicos, como brincos e reldgios, e seguisse 0s
procedimentos necessarios indicados pela técnica do equipamento para a correta

realizagdo da bioimpedancia.

5.3.Avaliagao do consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado por meio do recordatério alimentar de 24
horas. Foram aplicados trés recordatorios durante o estudo (no periodo de 60 dias
do protocolo), com a anotacdo de todos os alimentos consumidos em dois dias
alternados durante a semana e um dia no final de semana. A analise dos alimentos
consumidos pelos participantes da pesquisa foi feita por meio do software online
Nutriquant (http://www.nutriquanti.com.br) (GALANTE, 2007 ). Os nutrientes
analisados foram carboidratos, lipideos totais e suas sub-fragées (saturados,
monoinsaturados e poli-insaturados), proteinas e selénio. A avaliacdo da
adequacéo das dietas foi realizada por meio das Dietary Reference Intake (DRI)
(lom, 2006) e para as sub-fracdes lipidicas e colesterol utilizou-se as
recomendac¢des da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) (FALUDI et al.,
2017). Para os macronutrientes foi realizada avaliagdo de acordo com a
contribuicdo energética em percentual da ingestdo caldrica total, utilizando a
recomendac¢ao da AMDR (Acceptable Macronutrient Distribution Ranges) proposta
pelo Institute of Medicine (IOM, 2006) e os resultados sdo expressos em percentual
do valor energético total (%VET).

5.4.Coleta do Material Biolégico e Analises Bioquimicas

5.4.1. Sangue




A coleta de sangue foi realizada em um ambiente adequado por um
profissional de enfermagem. Amostras de 25 mL foram colhidas em tubos com
EDTA no periodo da manha com as participantes em jejum de cerca de 10 a 12
horas. Apds a coleta, o sangue foi transferido para tubos de 15 mL para separagéo
do plasma e eritrocito. O plasma foi separado do sangue total por centrifugacéo a
3.000 rpm, durante 15 minutos a 4 °C, acondicionados em tubos de polipropileno e
armazenados a -80 °C para posterior analise. Em seguida, a massa eritrocitaria
obtida do sangue total foi lavada trés vezes com 5 mL de solucéo salina a 0,9%,
homogeneizada lentamente por inversdo e centrifugada a 10.000 rpm por 10
minutos a 4 °C, sendo o sobrenadante descartado. Apds a ultima centrifugacao, a
solugdo salina foi aspirada, e a massa de eritrécito foi cuidadosamente extraida
com micropipeta e colocada em tubos de polipropileno, e armazenada a -80°C até

o momento da analise.

5.4.2. Concentragéo plasmatica e eritrocitaria de Se

O Se plasmatico e eritrocitario foi determinado por espectrometria de massa
por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS, Perkin EImer DRC Il) de acordo com
a metodologia descrita previamente (BATISTA et al., 2009) no Laboratério de
Toxicologia e Essencialidade de Metais da Universidade de S&o Paulo (Ribeirdo
Preto/SP).

5.4 3. Atividade enzimatica da GPx1

A atividade da GPx1 foi determinada no eritrocito. Esta analise foi realizada
de acordo com a metodologia proposta por (PAGLIA, VALENTINE, 1967), em um
analisador bioquimico (Labmax 240), usando um kit disponivel comercialmente
(Ransel; Randox Laboratories, UK). Esta técnica baseia-se na oxidagdo da
glutationa pelo peroxido de hidrogénio. Na presenga da glutationa redutase e
NADH, a glutationa oxidada é imediatamente convertida a forma reduzida com
concomitante oxidacdo de NADH (reduzindo NADPH a NADH®¥). Também foi
determinada a concentragdo de hemoglobina, uma vez que a atividade da enzima

foi expressa em U/gHb.




5.4.4. Concentragéo plasmatica da selenoproteina P (SELENOP)

A concentragdo plasmatica da SELENOP foi determinada por ELISA por
meio de kit disponivel comercialmente (Abexxa, Ltd.) em um leitor de microplaca
(Biotech Synergy H1, Biotek).

5.4.5. Perfil lipidico e Glicemia

A determinacdo da concentracdo destes parametros foi realizada em
amostras de soro em um analisador bioquimico (Labmax 240, Labtest), utilizando
kits disponiveis comercialmente (Labtest). Todas as dosagens foram realizadas no

dia da coleta do material bioldgico.

5.4.6. Biomarcadores inflamatérios, Leptina e Insulina

Os biomarcadores inflamatérios selecionados para analise foram: MCP-1, IL-
10, IL-13, IL-2, IL-6, IL-1B, TNF-q, IFN-y, proteina C reativa (PCR), fibrinogénio e
lipopolissacarideo (LPS). As dosagens desses biomarcadores, de leptina e da
insulina foram realizadas em amostras de plasma pela técnica de Multiplex

utilizando kits comerciais (Milliplex, Merck Millipore).

5.4.7. Calculo do indice de Resistencia a Insulina — Homeostasis Model
Assessment (HOMA-IR) e da Capacidade Funcional das células (3-
pancreaticas (HOMA-BETA)

Os indices HOMA-IR e HOMA-BETA foram calculados a partir das seguintes
equacoes:
HOMA-IR = Glicemia (mMol) x Insulina (uU/mL)/22,5

HOMA-BETA = (20 x Insulina jejum) / (Glicemia jejum x 0,0555) - 3,5

Segundo as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (Milech et al.,
2016), pode-se definir que um paciente tem resisténcia a insulina quando ele se
enquadra em um dos critérios propostos por (STERN et al., 2005):

e HOMA-IR > 4,65

e IMC > 28,9 kg/m?

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




5.4.8. Avaliagédo da razdo GSH:GSSG

Para avaliar a razdo GSH:GSSG foram realizadas inicialmente as dosagens
de glutationa total (GSHrotaL) € glutationa oxidada (GSSG) em amostras de plasma
por ELISA utilizando kits comercias (EnzyChromTM GSH/GSSG Assay Kit (EGTT-
100) em um leitor de microplaca (Biotech Synergy H1, Biotek). Em seguida,
determinou-se os valores de glutationa reduzida (GSH) a partir da seguinte formula:
GSH= (GSH+ota) — 2 x (GSSG). Apds a obtengao dos dados o calculo da razéao
GSH:GSSG foi realizado.

5.4.9. Isolamento das células mononucleares do sangue periférico (Peripheral
Blood Mononuclear Cell - PBMC)

As PBMC foram isoladas no dia da coleta a partir de 10mL de sangue
(contendo EDTA) com Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich®) a temperatura
ambiente em um fluxo laminar. Foram separadas uma aliquota com 5 x 108 células
para posterior extragcdo do RNA destinado as analises de expressao génica, e o
restante foi utilizado para a analise das proteinas de membrana TLR2 e TLR4 por

citometria de fluxo.

5.4.10. Expresséo Génica

Os genes escolhidos para investigar a diferengca de expressdo em resposta
ao consumo da castanha foram: GPx1, SELENOP, IL-6, IL-10, TNF-q, IL-1B, TLR-
2, TLR-4 (Tabela 1). O RNA foi extraido a partir das PBMC isoladas com
Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich®) e armazenadas em Trizol a -80 °C. Apos a
extragdo do RNA (Direct-zol™ KNA Kit, Zymo Research), foi feita a leitura em
espectrofotdbmetro (Nanodrop®) nos comprimentos de onda (A) de 260nm (RNA) e
280nm (proteina). O RNA foi considerado integro e de boa qualidade quando a
razao 260/280 foi maior que 1,8 e menor que 2,0. As amostras que apresentaram
razao fora desse intervalo foram descartadas. A determinagédo da concentracao de
RNA foi realizada em espectrofotémetro (Nanodrop®). A transcricdo reversa do
RNA para cDNA foi realizada utilizando o kit High-Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) em um termociclador. O
cDNA obtido foi armazenado a -20°C. As analises de expressdo génica foram

realizadas por PCR em tempo real (QRT-PCR) no equipamento StepOne Plus (Life




Technologies, USA) utilizando ensaios especificos para cada gene (Tagman®
Gene Expression Assays, Life Tecnologies). Os ensaios estdo descritos na tabela
1. O gene de referéncia utilizado nas reagdes foi o GAPDH. Como controle de
qualidade, todas as reacdes de gRT-PCR foram realizadas em triplicata, em placas
especificas de 96 pocos. Além disso, em cada placa foram analisados controles
sem amostra (controle negativo) com a finalidade de avaliar possiveis

contaminagdes dos reagentes com os produtos de PCR.

Tabela1. Descricdo dos ensaios Tagman® utilizados para avaliagdo da

expressao génica.

Gene Identificacdo do ensaio
GPx1 Hs_00829989 gH
SEPP1 Hs 01032845 m1
TNF-a Hs 00174128 m1
IL-6 Hs 00174131 _m1
IL-1B Hs_01555410 _m1
IL-10 Hs 00961622 m1
TLR2 Hs_02621280 s1
TLR4 Hs_00152939 _m1
GAPDH Hs_02758991 g1

Legenda: GPx1 = glutationa peroxidase 1; SEPP1 = selenoproteina P 1; TNF-a= fator de necrose tumoral alfa; IL-6=
interleucina 6; IL-18 = interleucina 1 beta; IL-10= interleucina 10; TLR2= toll like receptor 2; TLR4= toll like receptor 4;
GAPDH-= gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

Para cada reagdo foram utilizados 1yL de cDNA (ajustado para uma
concentragdo de 25 ng/uL em todas as amostras), 5 yL do Tagman® Universal
PCR Master Mix e 0,5 yL do Tagman® Gene Expression Assay especifico para
cada gene. O volume final foi completado com agua autoclavada, totalizando 10uL
em cada pogo. As amostras foram submetidas a seguinte termociclagem: 50°C por
2 min; 95°C por 10 min seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por
1 min.

Para a normalizac&o dos resultados, adotou-se como referéncia a expressao
de GAPDH. Para o célculo do fold change utilizou-se a formula 2-24Ct (LIVAK,
SCHMITTGEN, 2001), considerando:

AACt = (Ctpos-intervencao — Ctreferencia) — (Clbaseline — Ctreferéncia)-




5.4.11. Caracterizacao fenotipica e avaliagado da expressao de proteinas de
membrana TLR2 e TLR4 em PBMC

No dia da coleta do material biolégico, apds o isolamento das PBMC, foi
realizada a contagem dessas células em um contador de células automatizado (TC
10 BIO-RAD) e esses valores anotados. Em seguida elas foram armazenadas em
criotubos estéreis em solugdo de DMSO 10% e congeladas em freezer -80°C. Apos
24 horas, os criotubos foram transferidos para o nitrogénio liquido onde
permaneceram até o momento da analise.

A quantidade relativa de proteinas de membrana TLR2 e TLR4 em
monacitos foram obtidas por citometria de fluxo (FACSVerse™ — BD Bioscience).
Na tabela 2 estdo descritos os anticorpos (eBioscience™ -ThermoFisher Scientific,

USA) utilizados e seus respectivos fluocromos e concentragdes.

Tabela 2. Descricao dos anticorpos, fluorocromos e concentracdo dos mesmos

utilizados na analise de citometria de fluxo.

Anticorpo Fluorocromo Concentracao
CD14 APC-Cy7 5uL
CD16 PE-Cyanine7 1uL
TLR2 FITC 2uL
TLR4 PE 5uL
Live/Dead (Far Red) RED 0,5uL

Legenda: TLR2= toll like receptor 2; TLR4= toll like receptor 4

As PBMC foram descongeladas no dia da analise em meio de cultura (RPMI)
de acordo com protocolo padronizado no Laboratério de Nutricdo e Minerais. Em
seguida, foi realizada uma nova contagem dessas células para verificar o numero
de células viaveis e, posteriormente, realizar a marcagdo com os anticorpos. As
analises foram realizadas com o numero minimo de 3 x 10° células. A viabilidade
celular foi avaliada utilizando a marcagcdo com o Live/Dead (Far Red). Apds a
marcacdo com o0s anticorpos, as células foram fixadas em solugdo de
paraformaldeido 1% e armazenadas em geladeira até o momento da aquisi¢ao dos
dados. As grades com tubos de citometria foram cobertos com papel aluminio para

protecao contra a luz. No momento da analise no citdmetro, um total de 100.000




eventos foram adquiridos por amostra. A analise dos dados e a compensacao dos

anticorpos foram feitos no software FlowJo versédo X.0.7.

As figuras 8, 9 e 10 ilustram um exemplo dos gates e as analises seguintes

realizadas no software.
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5.5. Analise Estatistica

O banco de dados foi construido no software SPSS versao 22.0. As analises
foram realizadas no software SPSS versao 22 e no GraphPad Prism versédo 5.0. A
presenca de outliers foi avaliada de forma criteriosa para posterior decisao da
exclusao da variavel isoladamente ou a retirada do paciente do estudo. Em seguida
foi realizado o teste de Shapiro Wilk para testar a normalidade das variaveis.

Na avaliagdo do consumo alimentar das pacientes os resultados foram
ajustados pela energia por meio do método de residuos (WILLETT et al., 1997) e a

ingestdo habitual de nutrientes foi estimada por meio das técnicas de modelagem




estatistica incorporadas na plataforma online Multiple Source Method (MSM). Essa
técnica estatistica permite a estimativa da ingestao habitual mesmo apresentando
medida repetida do consumo alimentar em apenas uma subamostra (HAUBROCK
et al., 2011).

Para comparacgao das variaveis numéricas entre os grupos, quando os dados
apresentaram distribuicdo normal utilizou-se o teste t de Student para amostras
independentes. Para os dados nao-paramétricos utilizou-se o teste de Mann-
Whitney.

Para avaliar a relacdo entre variaveis numéricas foi realizado Teste de
correlagao de Spearman.

Para a avaliagdo da variagao total dos parametros ao longo do estudo, foi
realizado o calculo do delta (A) por meio da subtragc&o dos valores pos-intervengéo
(T1) e pré-intervencgao (T0). Posteriormente, com a finalidade de investigar o efeito
do tempo e da intervencgao, realizou-se uma analise de varidncia (ANOVA repeated
measures) para medidas repetidas.

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%
(p<0,05).




6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Composic¢ao nutricional da castanha-do-brasil

Para caracterizar as castanhas-do-brasil utilizadas neste estudo, foram
realizadas as analises de composi¢cao centesimal e da concentracdo de Se. Os
resultados destas analises estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Analise da composicado centesimal e da concentracdo de selénio das
castanhas-do-brasil utilizadas no estudo.

Concentragao por

Energia e Nutrientes Média (DP)
unidade*

Energia (kcal) 706,13 (3,82) 35,31

Umidade (%) 1,65 (0,21) 0,08

Cinzas (g) 2,94 (0,08) 0,15

Lipidios (g) 64,90 (1,84) 0,79

Proteinas (g) 15,60 (0,95) 0,78

Carboidratos (g) 15,91 (0,65) 3,25
Selénio (ug/g) 81,89 (8,42) 409,45

Valores apresentados em média (desvio padréo). * Considerando: 1 unidade = ~ 5g.

Com relagao a distribuicdo de macronutrientes, assim como outras nozes, a
castanha-do-brasil apresenta um alto teor de lipideos, seguido de proteinas e
carboidratos. Do total de lipideos, cerca de 25% sdo acidos graxos
monoinsaturados, 21% acidos graxos poli-insaturados e 15% acidos graxos
saturados. Nozes, em geral, por essa caracteristica, sdo consideradas benéficas
para a saude, principalmente na reducdo do risco para doengas cardiovasculares
(YANG, 2009; CARDOSO et al., 2017).

A concentragdo média de Se por grama nas castanhas utilizadas neste
estudo foi de 81,89 pg/g. Considerando que o peso médio de uma unidade é de
cerca de 5 g, o teor médio de Se oferecido as participantes, foi de 409,45 ug. Em
termos de recomendacao de ingestdo de Se, este valor é superior ao estabelecido
pela necessidade média estimada (EAR) para homens e mulheres adultos (45
pg/dia), ficando muito proximo ao valor maximo toleravel de ingestdo (UL) que € de
400 pg/dia. E importante considerar que o teor de Se das castanhas utilizadas neste
estudo nao ultrapassou o valor da dose estabelecida na qual o menor efeito adverso




foi observado (LOAEL), que é de 900 ug/dia. E importante ressaltar que durante o
periodo do estudo n&o foi observado ou relatado pelas participantes nenhum efeito
adverso que pudesse ter sido causado pela ingestdo de Se proveniente da
castanha-do-brasil.

O teor de Se nos alimentos tem grande variabilidade pois depende da
concentragdo do mineral nos solos, com impacto tanto para os alimentos de origem
animal, como ja relatado, como os de origem vegetal (COMINETTI et al., 2017). As
castanheiras sdo consideradas plantas acumuladoras secundarias e a sua
capacidade de acumular Se é importante tanto para prote¢cdo contra insetos e
mamiferos herbivoros, como para a redugéo da susceptibilidade a patdgenos.
Assim, os teores de Se presente nas castanhas-do-brasil também podem variar
dependendo da regido onde é cultivada ou ainda em uma mesma regido em
diferentes épocas do ano. As castanhas-do-brasil que foram doadas e utilizadas
neste e em outros estudos do Laboratorio de Nutricdo e Minerais sao provenientes
da regido Amazbnica que possui um solo com altas concentragbes de Se. Em
outros estados brasileiros como Acre e Mato Grosso, por exemplo, as castanhas
cultivadas nestes solos apresentam baixas concentragdes de Se quando
comparados com as da regido Amazonica (CARDOSO et al., 2017; SILVA JUNIOR
et al., 2017). A tabela 4 mostra os resultados obtidos em outros trabalhos com
castanhas-do-brasil (provenientes da regido Amazdnica) ja realizados pelo nosso
grupo de pesquisa, evidenciando as diferengas da concentragcdo de Se tanto nas

diferentes safras como em tempos diferentes.




Tabela4. Concentracdo de selénio de diferentes estudos nacionais realizados

com castanhas-do-brasil provenientes da regido Amazonica.

Concentragao média

Populagao de estudo (n) i Referéncia
de Se (pg/unidade)
Mulheres com obesidade morbida (37) ~290,0 (Cominetti et al., 2012)
Pacientes com diabetes mellitus 1 (35) ~288,8 (Pires, 2012)
Pacientes em hemodialise (40) ~290,0 (Stockler-Pinto et al., 2014)
Pacientes com artrite reumatodide (46) ~ 363,0 (Callou, 2014)
Pacientes idosos com declinio
- ~288,7 (Cardoso, et al., 2016)
cognitivo leve (20)
Adultos saudaveis (130) ~ 300,0 (Donadio, et al., 2017)
Mulheres obesas (29) ~409,5 *(Duarte, 2018)

Legenda: n=numero de participantes. Se= selénio. *Tese em tela.

Na castanha-do-brasil o Se encontra-se, principalmente, nas formas de
selenometionina e selenocisteina que s&o as formas organicas e mais
biodisponiveis do mineral para o organismo humano. Desse modo, este alimento é
considerado a melhor fonte alimentar deste micronutriente (DUMONT et al., 2006;
THOMSON, et al., 2008; DA SILVA et al., 2013).

6.2. Caracterizagao da populacao do estudo

O protocolo experimental foi finalizado com 29 participantes no grupo BN e
26 no grupo CO com idade média (DP) de 40,4 (9,0) e 39,4 (9,5) anos (p=0,714),
respectivamente. Como referido, no primeiro dia da coleta de sangue (TO) foi
aplicado um questionario para obtencao de informacdes socioeconémicas e de
habitos de vida. A tabela 5 refere-se ao perfil das participantes de cada grupo do
estudo.




Tabela 5. Perfil das participantes dos grupos Brazil nut (BN) e Controle (CO)

segundo os aspectos socioeconémicos e habitos de vida.

Grupo BN (n=29)

Grupo CO (n=26)

Variaveis
N % N %
Caracteristicas socioeconémicas
Estado civil
Solteiro 9 31,0 13 50,0
Casado 17 58,6 10 38,5
Divorciado 2 6,9 2 7,7
Viavo 1 3,4 1 3,8
Etnia
Branco 11 37,9 6 23,1
Negro 6 20,7 6 23,1
Pardo/Mulato 12 41,4 13 50,0
Oriental 0 0,0 1 3,8
Escolaridade
Fundamental incompleto 0 0,0 2 7,7
Fundamental completo 1 3,4 0 0,0
Médio incompleto 2 6,9 1 3.8
Médio completo 11 37,9 9 34,6
Superior incompleto 11 37,9 4 15,4
Superior completo 4 13,8 10 38,5
Renda Familiar
>1 SM 0 0,0 2 7,7
1-2 SM 5 17,2 3 11,5
2-3 SM 9 31,0 6 23,1
3-5 SM 13 44,8 9 34,6
>5 SM 2 6,9 6 23,1
Habitos de Vida
Menopausa
Sim 2 6,9 3 11,5
Nao 27 93,1 23 88,5
*Nivel de Atividade Fisica
Sedentario 13 44,8 9 34,6
Insuficientemente ativo 8 27,6 16 61,5
Ativo 8 27,6 1 3,8
Muito ativo 0 0 0 0
Tabagismo
Nunca fumou 23 79,3 24 92,3
Ex-fumante 6 20,7 2 7,7
Ingestao de bebida alcodlica
Sim 11 37,9 8 30,8
Nao 18 62,1 18 69,2

Legenda: N= numero de participantes; BN= Brazil nut; CO= controle. *Classificagado do nivel de atividade fisica pelo

International Physical Activity Questionaire (IPAQ).




Com relagédo a presencga de doengas associadas, no grupo BN 31% das
participantes apresentaram alteragdo na glicemia e hipertenséo, enquanto no grupo
CO essa porcentagem é de 27,0% e 42,0%, respectivamente (Figura 11).

Grupo BN Grupo CO
uSim . uSim
69% Néo 73% Nao
Grupo BN Grupo CO
= Sim =Sim
N3o 58% N&o

69%

. Diabetes ou em uso de hipoglicemiante oral ou com glicemia = 100 mg/dL..

. Definida pelo uso de anti-hipertensivo ou presséo arterial =2 130 x 85 mmHg.

Legenda: BN= Brazil nut; CO= controle

Figura11. Distribuicdo percentual da presenca de alteracdo na glicemia e

hipertensao nos grupos de estudo.

Os resultados da avaliagdo antropométrica no baseline (TO) do estudo
(Tabela 6) mostra que n&o houve diferenga significativa nos parametros avaliados

entre os grupos BN e CO.

Tabela 6. Avaliagdo antropomeétrica dos grupos Brazil nut (BN) e Controle (CO)

no baseline (T0O) de estudo.

Variavel Grupo BN (n=29) Grupo CO (n=26) p-valor
Peso (kg) 90,3 (85,3-101,6) 88,6 (81,7-103,5) 0,654
IMC (kg/m?) 34,6 (30,8-37,4) 34,8 (33,1-40,2) 0,418°
GC (%) 44,8 (39,9-50,9) 45,2 (41,9-50,7) 0,328
CC (cm) 100,5 (94,0-104,4) 99,8 (91,0-108,1) 0,780

Legenda: BN= Brazil nut; CO= controle; n=numero de participantes; IMC= indice de massa corpérea; GC= gordura
corporal; CC= circunferéncia da cintura. *Valores apresentados em mediana e intervalo interquartilico entre

parénteses. ®Teste t-Student para amostras independentes. PTeste de Mann-Whitney.




A avaliagdo do consumo alimentar foi realizada por meio de trés
recordatorios alimentares de 24 horas durante o periodo da intervengdo. A
avaliacdo da adequagdao foi realizada para os seguintes nutrientes: carboidratos,
proteinas, lipidios totais e suas sub-fragbes (saturados, monoinsaturados e poli-
insaturados) e colesterol. A figura 12 mostra a propor¢do das participantes de
acordo com adequacgao segundo as recomendagdes das DRI e SBC.
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Figura12. Proporcdo de mulheres de acordo com a adequagido dietética

segundo as recomendagdes propostas pelo IOM (2006) e SBC (2013).

As maiores inadequacdes foram observadas para o consumo de acidos
graxos saturados e monoinsaturados, tanto no grupo BN como no grupo CO. Ainda
sim, o consumo de macronutrientes n&o foi diferente entre os grupos. E importante
considerar que no caso de individuos obesos, esta avaliagdo tende a ser
submestimada pelo fato do individuo sentir-se observado, o que pode levar a
mudancas no seu relato para, por exemplo, demonstrar uma dieta idealizada ou
para impressionar o entrevistador (GARCIA, 2004). Ao avaliar a presenca de sub-
relato na populacéo estudada, verificou-se que 65% das participantes relataram um
consumo energético inferior a 70% das suas necessidades estimadas.

Em relagdo ao consumo de Se, a média de ingestao foi de 10,26 pg/dia, com
uma prevaléncia de inadequacao de 99,9%. Um importante fator a ser considerado
no caso deste resultado esta relacionado com a falta de dados da composigédo dos

alimentos em relagdo aos micronutrientes. A concentragdo de Se nos alimentos é




dependente da origem geografica do seu cultivo conforme discutido anteriormente.
Desse modo, a escassez de dados referentes ao teor de Se de alimentos
produzidos em solos brasileiros € um fator limitante na investigacdo do consumo
alimentar deste micronutriente pela populacdo brasileira. As tabelas nacionais,
contém na realidade dados de alimentos de tabelas estrangeiras, que certamente
possuem caracteristicas diferentes. Grande parte destes dados sdo oriundos da
tabela americana USDA (U.S. Departament of Agriculture) cuja concentragéo de Se
nos alimentos € superior quando comparado com os poucos dados disponiveis de
alimentos nacionais. Assim, os dados obtidos desta avaliagdo nao refletem de
forma real o consumo de Se pela populacao estudada.

A partir dos resultados obtidos da avaliagédo antropométrica no baseline e do
consumo alimentar, é possivel afirmar que os grupos no inicio do estudo ndo eram

diferentes.

6.3.Efeito da intervengao com a castanha-do-brasil

Para avaliar o efeito do tempo e da intervencgao, foram realizadas analises
de variancia (ANOVA) para medidas repetidas para os parametros avaliados neste
estudo. Os resultados estdo demonstrados na forma de graficos e tabelas a seguir.

6.3.1. Avaliagdo antropométrica

Em relac&o a avaliagdo antropométrica, o grafico 1 mostra que nao houve
diferenca nas variagdes dos parametros avaliados entre os dois grupos durante o
periodo da intervencgéo.




Grupo BN

Peso (kg) *p=0,723 Ea Grupo CO

IMC (kg/m?) *p=0,784
GC (%) *p=0,587

CC (cm) *p=0,111

A (11-70)

Legenda: BN= Brazil nut; CO= controle; IMC= indice de massa corpérea; GC= gordura corporal; CC= circunferéncia

da cintura. Valores apresentados em média geométrica. A (11 - To) representa a variagdo média dos parametros
avaliados ap0s a intervengéo. *valor de p calculado pela analise de variancia para medidas repetidas: avaliagdo do

efeito tempo e intervengdo (ANOVA repeated measures).

Grafico 1. Avaliagdo antropométrica dos grupos Brazil nut (BN) e Controle (CO)

antes (TO) e apos 2 meses de intervencéo (T1).

Apesar dos efeitos benéficos (antioxidante, cardioprotetor e
hipocolesterolémico) do consumo de nozes para a saude, ainda ha
questionamentos dos possiveis efeitos da ingestao diaria no ganho de peso. Esta
discussédo ocorre principalmente em virtude do alto conteudo de lipideos presente
neste alimento. Bes-Rastrollo e colaboradores (2009) a partir de dados do estudo
Nurses’s Health Study Il realizado entre 1991 e 1999 avaliou os efeitos do consumo
de nozes na variagéo de peso em 51.188 mulheres saudaveis com idade entre 20
e 45 anos. Os resultados indicaram que o alto consumo de nozes nio foi associado
com o aumento do ganho de peso durante os 8 anos do seguimento do estudo tanto
nos individuos eutréficos como nos que tinham diagnostico de sobrepeso e
obesidade. Corroborando com outros trabalhos da literatura, este estudo n&o
encontrou uma relagao entre o consumo de nozes, neste caso a castanha-do-brasil,
e o peso corporal. (SABATE, 2003; COMINETTI et al., 2012; VADIVEL et al., 2012;
JACKSON, HU, 2014; EL-AMARI et al., 2016).

6.3.2. Avaliagcédo do estado nutricional relativo ao Se

Para avaliagcdo do estado nutricional relativo ao Se, além da ingestao
alimentar, utiliza-se biomarcadores sanguineos que refletem o status de Se
corporal a curto, médio e longo prazo. Os biomarcadores utilizados para esta
avaliagcdo nas duas fases do protocolo experimental deste estudo foram: as




concentragdes de Se no plasma e no eritrécito, e a concentragdo plasmatica de
SELENOP. Na tabela 7 estao os resultados das avaliagdes de Se no plasma e no

eritrécito.

Tabela7. Determinacdo da concentragao de selénio no plasma e no eritrocito
dos grupos Brazil nut (BN) e Controle (CO) antes (TO) e apds (T1) o periodo da

intervencéo.
L Grupo BN Grupo CO
Variaveis A (t1-10) A (r1.to)  p-valor
TO T1 TO T1

Se plasma

(gL 87 (82-98) 244 (226-278) 1571 65 (61-71) 63 (60-67) -2,5 <0,001

Mg
Se eritrocito

oL 125 (122-143) 351 (309-480) 2259 125 (119-141) 130 (115-145) 4,7  <0,001
ug

Legenda: BN= Brazil nut; CO= Controle; Se= selénio. *Grupo BN: n=26 e Grupo CO: n=23; **Grupo BN: n=28 e Grupo CO: n= 25.
Valores apresentados em mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. A (r1- o) representa a variagdo média dos parametros
avaliados ap6s a intervengdo. p-valor calculado pela andlise de varidncia para medidas repetidas: avaliagdo do efeito tempo e
intervengéo (ANOVA repeated measures).

De acordo com os dados obtidos, o grupo BN apresentou concentragdes
significativamente maiores de Se no plasma e no eritrocito quando comparado com
o grupo CO apds o periodo da intervencéo. Estes resultados s&o indicativos da boa

adesdo das participantes ao protocolo experimental e que o Se presente na

castanha-do-brasil € de alta biodisponibilidade.

A figura 13 mostra a distribuicdo das participantes de acordo com o grupo

de estudo, o tempo de avaliacéo e a faixa com os valores de referéncia adotados.
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Legenda: BN= Brazil nut; CO= Controle; Se= selénio. Valores apresentados em mediana e intervalo interquartilico
entre parénteses. Valores de referéncia: Se plasmatico= 60 a 120ug/L; Se eritrocitario= 90 a 190ug/L (Van Dael e
Deelstra, 1993).

Figura13. Grafico da distribuicdo das participantes de acordo com as
concentragbes plasmatica (A) e eritrocitaria (B) de Se, os grupos de estudo, os
tempos de avaliagéo (TO e T1) e os valores de referéncia adotados.

Conforme observado, tanto o grupo BN como o grupo CO apresentaram
valores de concentragdes plasmatica e eritrocitaria de Se dentro da faixa de
normalidade no inicio do estudo (T0). Apds o periodo da intervengao (T1), o
consumo da castanha-do-brasil resultou em aumento significativo da concentragéo
de Se nos dois compartimentos avaliados e de acordo com a referéncia, os valores
estavam acima daqueles considerados como adequados. Para o grupo CO
nenhuma alteracao foi observada.

A avaliagdo do estado nutricional relativo ao Se de individuos obesos é

pouco explorada e os resultados disponiveis ainda sdo controversos. Estudos




transversais e de caso-controle verificaram baixas concentracbes de Se no
plasma/soro ou ainda nos eritrécitos. No caso dos estudos de caso-controle,
individuos obesos apresentam concentragdes séricas de Se reduzidas quando
comparado com o grupo controle saudavel (KIMMONS et al., 2006; ALASFAR et
al., 2011; COMINETTI et al., 2012). Por outro lado, Yerlikaya et.al. (2013) ao
comparar as concentragdes séricas de Se de mulheres obesas e eutroficas nao
observou diferenca entre os grupos. Sanchéz et. al. (2010) também n&o
encontraram diferengas entre as concentragcdes plasmaticas de Se e as variaveis
antropomeétricas IMC, porcentagem de gordura corporal e circunferéncia da cintura.
Corroborando com os dois ultimos dados citados, os resultados deste estudo
mostram que as mulheres obesas ndo encontravam-se deficientes em Se na fase
inicial do estudo (T0) de acordo com os valores de referéncia adotados e propostos
por Vandael e Deelstra (1993).

Conforme mencionado anteriormente, os estudos que avaliaram o status de
Se em individuos obesos apds o consumo da castanha-do-brasil sdo escassos na
literatura. O estudo de Cominetti e colaboradores (2012) que foi realizado com
mulheres obesas mdrbidas mostrou que o consumo diario da castanha-do-brasil
(290ug/Se) por 60 dias aumentou significativamente as concentra¢des plasmaticas
e eritrocitarias de Se, bem como a atividade da enzima GPx nos eritrocitos. O
consumo de 15-25 g/dia de castanha-do-brasil durante 16 semanas por
adolescentes obesas também foi eficaz na melhora das concentragdes séricas de
Se (MARANHAO et al., 2011). Os resultados dos efeitos desta intervencgéo
observados no presente trabalho estdo de acordo com os estudos citados
anteriormente.

O Se pode ser armazenado em diferentes 6rgdos como figado, rins,
pancreas e nos musculos esquelético e cardiaco. Devido ao fato deste
micronutriente ser incorporado as proteinas de forma nao especifica, a ingestéao de
alimentos que apresentam em sua composi¢cado o Se predominantemente na forma
de selenometionina (como a castanha-do-brasil), favorecem a ocorréncia de maior
acumulo tecidual desse mineral quando comparado com a ingestdo do Se nas
formas inorgénicas (COMBS, 2015).

Nesse sentido, estudos recentes apontam que altas concentracbes de Se
podem acarretar efeitos adversos a saude. Lu et.al. (2016), por exemplo, observou




que altas concentragdes de Se (>104,5ug/L) estavam relacionadas com o aumento
da glicemia e das concentragdes de insulina e triacilgliceréis resultando em um
aumento do risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2. Em uma populacao
de chineses verificou-se que concentrac¢des plasmaticas de Se maiores que 176
ug/L foram associadas ao aumento da glicemia de jejum e do risco de sindrome
metabdlica (YUAN et al., 2015). Estudo conduzido em uma populagdo de adultos
britanicos verificou que altas concentracbes de Se no plasma podem causar
alteracdes no perfil lipidico destes individuos a partir do aumento das concentragées
do colesterol total e do colesterol ndo-HDL (STRANGES et al., 2010). No entanto,
Burk et. al. (2006) ao avaliar os efeitos da suplementagdo com diferentes formas
quimicas de Se, ndo observou efeitos adversos em individuos que ingeriram >800
pg/dia por um periodo de 16 semanas.

Em virtude do aumento significativo das concentragdes plasmaticas e
eritrocitarias de Se nas participantes deste estudo apds a ingestdo da castanha-do-
brasil contendo alta concentracdo deste mineral, e ainda, considerando que estas
que nao apresentavam deficiéncia em Se, acredita-se que o consumo diario desta
noz por periodos prolongados possa n&o ser recomendado.

Em relacdo a avaliagdo da SELENOP, o grupo BN apresentou um aumento
significativo das concentragdes plasmaticas comparado ao grupo controle (At1.to=
48,31) (At1-to=-0,73) (p<0,001) apds os dois meses de intervengao (Grafico 2).
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Legenda: BN= Brazil nut; CO= Controle, n= numero de participantes; SELENOP= Selenoproteina P. Valores apresentados
em mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. *p-valor calculado pelo teste de Wilcoxon.**p-valor calculado pela

analise de variancia para medidas repetidas: avaliagéo do efeito tempo e intervengdo (ANOVA repeated measures).

Grafico 2. Concentragao plasmatica de SELENOP nos grupos Brazil nut (BN) e

Controle (CO) antes (T0) e apos (T1) a intervencgao.




A SELENOP é uma glicoproteina plasmatica, produzida e secretada pelo
figado a qual atua como transportador primario de Se para os tecidos periféricos. E
utilizada como um biomarcador do status de Se visto que suas concentragdes
tendem a reduzir conforme a deficiéncia é agravada. Uma vez que a ingestao de
Se € adequada, a biossintese desta selenoproteina é saturada e torna-se
independente da ingest&o alimentar (BURK, HILL, 2009; XIA et al., 2010; COMBS,
2015).

Até o momento, apenas um estudo avaliou o efeito do consumo da castanha-
do-brasil nas concentragdes plasmaticas de SELENOP. O consumo diario de 1 n6z
(300pg/Se) por individuos saudaveis durante 8 semanas foi suficiente para
aumentar as concentragdes plasmaticas de SELENOP, assim como o observado
neste estudo (DONADIO, et al., 2017).

Chen et.al. (2017) encontraram correlagdes positivas entre as concentragdes
plasmaticas de SELENOP e o IMC mesmo apos os ajustes por idade e género.
Neste mesmo estudo, observou-se que individuos obesos apresentam
concentragbes plasmaticas de SELENOP maiores do que os individuos com
sobrepeso e eutroficos (p<0,001). Yang et. al. (2011) mostraram um aumento das
concentragbes plasmaticas de SELENOP em individuos diagnosticados com
diabetes do tipo 2 e pré-diabetes em relagdo aqueles os normoglicémicos. Além
disso, constatou ainda que destes participantes, os individuos obesos possuiam
maiores concentragdes de SELENOP do que os eutroficos.

Neste estudo, apesar do aumento das concentracbes plasmaticas de
SELENOP apds o consumo da castanha-do-brasil, verificou-se correlagao positiva
moderada entre este biomarcador e as variaveis de peso (r=0,467; p=0,021) e de
percentagem de gordura corporal (r=0,494; p=0,017) no TO do grupo BN. Nao foi
observada correlagéo entre a SELENOP e o IMC nos grupos de estudo.

Como ndo ha um valor de referéncia estabelecido para a SELENOP, no caso
deste estudo ndo foi possivel avaliar se as participantes apresentavam
concentragdes consideradas adequadas ou nao em relacao a este biomarcador. O
conteudo de Se no plasma consiste tanto na incorporagao deste elemento de forma
especifica (SELENOP e GPx3) e ndo especifica (albumina) a varias proteinas
(COMBS, 2015). Nesse sentido, € importante considerar que estes dados seguem

a mesma tendéncia da concentragdo de Se no plasma como um todo, ou seja,




aumento das concentracdes destes biomarcadores mediante a um aumento da
ingestao de Se por meio do consumo da castanha-do-brasil.

Mais especificamente, o papel da SELENOP na obesidade ainda nao é
esclarecido, mas alguns mecanismos estdo sendo elucidados. Um estudo
utilizando dois modelos experimentais encontrou uma redug¢ao na expressao génica
de SELENOP1 no tecido adiposo de ratos obesos ob/ob induzidos com uma ragao
rica em lipideos e também em células adiposas primarias isoladas de ratos obesos
Zucker. Células 3T3-L1 tratadas com TNF-a e H2-O2 reduziram significativamente a
expressao génica de SELENOP1 de uma maneira dose e tempo dependente. Além
disso, o silenciamento do gene da SELENOP1 resultou em uma diminuigdo da
atividade da GPx e um aumento da regulagéo das citocinas pré-inflamatérias MCP-
1 e IL-6 nos pré-adipocitos ocasionando uma inibigcdo da adipogénese. Este estudo
sugere que a SELENOP exerce um papel na diferenciagdo de adipdcitos por meio
da modulagdo do estresse oxidativo e da resposta inflamatéria (ZHANG, CHEN,
2011).

A utilizacdo de mais de um biomarcador para avaliagao do estado nutricional
de individuos relativo ao Se € importante para que a interpretacdo desta avaliagao
seja feita de forma mais ampla e criteriosa, e ainda para que seja possivel verificar
os efeitos de uma intervengao nutricional em determinadas condi¢gdes de saude ou

de doenga.

6.3.3. Avaliagdo dos marcadores de estresse oxidativo

Os parametros utilizados para avaliagdo do estresse oxidativo das
participantes deste estudo foram a atividade eritrocitaria da GPx1 e a razéo
GSH:GSSG.

Apos o periodo da intervencdo, a atividade eritrocitaria da GPx1 foi
significativamente maior no grupo que consumiu a castanha-do-brasil (At1.to= 9,29)

comparado ao grupo sem a intervengéo (Ar1-to= 1,57) (p=0,030) (Grafico 3).
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Legenda: BN= Brazil nut; CO= Controle; n=numero de participantes; GPx1= glutationa peroxidase 1. Valores
apresentados em mediana e intervalo interquartilico entre parénteses. *p-valor calculado pela andlise de variancia

para medidas repetidas: avaliagédo do efeito tempo e intervengdo (ANOVA repeated measures).

Grafico 3. Atividade eritrocitaria da GPX1 nos grupos Brazil nut (BN) e Controle
(CO) antes (T0) e apds (T1) a intervengéo.

A variacdo das concentracdes plasmaticas de GSH e GSSG durante o
periodo da intervengédo foi significativa, sendo que para o grupo BN verificou-se
uma reducdo destes biomarcadores. Entretanto, ao avaliar a razdo GSH:GSSG
observou-se que ndo houve efeito do tempo e da intervengdo neste parametro

conforme demonstrado na tabela 8.

Tabela 8. Concentracdo plasmatica da glutationa reduzida (GSH), glutationa
oxidada (GSSG) e determinagéo da razdo GSH:GSSG dos grupos Brazil nut (BN)

e Controle (CO).
Grupo BN (n=25) Grupo CO (n=23)
Variaveis A (T1-T0) A (t1.70p p-valor
TO T TO T

GSSG (uM)  1,3(0,9-1,7) 1,0(081,2) -030 0,7(0,60,7) 13(11-15) 060  <0,001
GSH (uM) 3,1 (25-37) 3,0(2435)  -010 17(12-21) 27(2034) 100 0,027
GSH:GSSG 3.2 (2,3-4,1) 3,3(274,0) 010  28(2,0-36) 19(14-24) -090 0,151

Legenda: BN= Brazil nut, CO= controle; n=numero de participantes; GSSG= glutationa oxidada; GSH= glutationa reduzida.
Valores apresentados em média geométrica e intervalo de confianga e 95% entre parénteses. A (11 - T0) representa a variagédo média
dos parametros avaliados apés a intervengéo. *p-valor calculado pela andlise de variancia para medidas repetidas: avaliagédo do efeito

tempo e intervengédo (ANOVA repeated measures).

A GPx1, ou também denominada de GPx classica, € uma selenoproteina
cujo Se € componente essencial, encontrada em grande quantidade nos mamiferos

e presente no citosol das células. Esta enzima é utilizada como biomarcador do




status de Se, principalmente diante de um quadro de deficiéncia do mineral, por ser
sensivel as alteracdes de Se da dieta (COMBS, 2015).

Ao utilizar os valores de referéncia propostos pelo kit de avaliagéo, que varia
de 27,5 a 73,6 U/gHDb, tanto as participantes de grupo BN como do grupo CO néao
apresentaram uma baixa atividade enzimatica nos dois tempos de avaliagdo do
estudo. No entanto, o aumento significativo da atividade da GPx1 nas participantes
do grupo BN foi dependente do aumento da quantidade de Se ingerida, assim como
observado em outros estudos que utilizaram a castanha-do-brasil como fonte
alimentar deste micronutriente (COMINETTI et al., 2012; STOCKLER-PINTO et al.,
2014; CARDOSO, et al., 2016; DONADIO, et al., 2017). O resultado desta avaliagédo
vai ao encontro do observado para o Se no eritrécito, demonstrado anteriormente,
mesmo n&o havendo correlagéo significativa entre estes dois parametros. O estudo
realizado por Thomson et. al. (2008) observou aumento significativo na atividade
da GPx no sangue total nos adultos saudaveis que consumiram a castanha-do-
brasil comparado com o grupo que ingeriu apenas selenometionina e o grupo
placebo. Estes resultados suportam as evidéncias de que o Se presente neste
alimento é altamente biodisponivel.

Em termos de funcionalidade, esta selenoproteina atua como antioxidante
reduzindo H2O2 e hidroperoxidos organicos livres e transformando-os em agua e
alcool, respectivamente. Este processo ocorre a partir do metabolismo da
glutationa, um dos mecanismos de defesa mais importantes do sistema biologico.
De forma sucinta, este ciclo catalitico ocorre em fungéo da regeneragéo da GSH
que precisa ser oxidada a GSSG para manter a sua atividade de reducdo de
espécies reativas. Desse modo, uma molécula de H2O2 é reduzida a duas
moléculas de agua, enquanto duas moléculas de GSH s&o oxidadas a GSSG em
uma reacao catalisada pela GPx. A glutationa redutase, por sua vez, € responsavel
pela regeneragdo de GSH a partir da GSSG na presenga de NADPH (HUBER et
al., 2008; LUBOS et al., 2011).

O papel da GSH no tecido adiposo e na obesidade ainda nao sao claros.
Estudos realizados em animais mostram que ha uma reducgéo da atividade da GPx
celular e um aumento do conteudo de GSH no tecido adiposo de camundongos
ob/ob. Dados provenientes de estudos in vitro mostram ainda que a quantidade de
GSH e a razdo GSH:GSSG em adipdcitos podem ser regulados por um complexo




dependente de um tipo celular ou por fatores circulantes. Dessa forma, sugere-se
que o metabolismo da GSH é regulado ndo apenas de forma compensatoria pelo
estresse oxidativo, mas também pelo estado fisiologico (KOBAYASHI et al., 2009).
Nao foram encontrados dados na literatura a respeito dos efeitos do consumo da
castanha-do-brasil ou da suplementacdo com Se nas concentracbes de GSH,
GSSH e na razdo GSH:GSSH.

A atividade da GPx atinge um plat6 diante da alta ingestao de Se e este fato
pode ter implicagdes diretas no metabolismo da glutationa. Diante de uma atividade
enzimatica da GPx considerada normal, o processo de oxidagao da GSH em GSSH
pode ocorrer de forma menos intensa indicando uma menor necessidade de
ativacado dessa via antioxidante. Além disso, € importante considerar que outras
selenoproteinas também exercem fungao antioxidante e podem contribuir para o

equilibrio e manutencéo do estado redox sistémico.

6.3.4. Avaliagao dos parametros bioquimicos

Em relagéo a avaliagdo bioquimica, na tabela 9 encontram-se os resultados
das dosagens de glicose, de insulina, do colesterol sérico e fragdes, das enzimas
hepaticas e de albumina, antes e apos dois meses (TO e T1) da intervengdo nos
grupos de estudo. A partir dos valores de insulina e glicemia foram realizados os
calculos dos indices HOMA-IR e HOMA-BETA para avaliacido da resisténcia a
insulina nos dois grupos (Figura 13).

Observou-se que entre os parametros avaliados, apenas as concentracoes
séricas de glicose e colesterol total apresentaram variagao significativa (p=0,042;
p=0,022; respectivamente) durante o periodo da intervengédo. Nos dois casos, a
variagdo do A foi menor no grupo que consumiu a castanha-do-brasil quando

comparado com o grupo controle.




Tabela 9.

das participantes dos grupos Brazil nut e Controle(CO) antes (T1) e ap6s (T1) a intervengéo.

Variagédo das concentragdes séricas de glicemia, insulina, colesterol total e fragées, AST, ALT, Gama-GT e albumina

Variaveis Grupo BN (n=29) A im0 Grupo CO (n=26) A im0 p-
To T1 To T1 valor
Glicemia (mg/dL) 94,0 (83,8-104,2)  91,5(82,3-1007) -2,50 82,0 (759-88,0) 940 (857-1024) 12,00 0,042
Insulina (uU/mL) 7.1 (5,3-8,9) 8,8 (6,7-10,9) 1,69 6,8 (4,5:9,1) 9,0 (5,7-12,3) 216 0,696
Co'?ﬁqts/rgl'_;ma' 177,6 (162,9-192,3)  182,0 (167,0-197,0) 4,40 1884 (1752-201,6) 213,8 (199,5-2282) 2540 0,022
LDL-c (mg/dL) 116,0 (103,8-128,3) 1116 (100,9-122.4) -440 123,6 (112,1-1349) 128,0 (117,6-1384) 440 0,266
HDL-c (mg/dL) 52,8 (48,5-56,9) 51,3 (46,7-56,0) 1,50 48,3 (43,8-52,9) 47,9 (442-515)  -0,40 0,769
CO'eSt(f]:Z'/gf)O'HDL 1249 (111,6-138,2)  130,0 (115,4-146,0) 510 140,0 (126,2-153,9) 160,0 (145,8-174,9) 20,00 0,098
Triglicérides (mg/dL) 109,09 (85,2-134,5)F  121,5 (87,1-156,0% 11,60  108,2 (81,2-1352)  135,5 (107,0-164,0) 27,30 0,286
AST (mg/dL) 26,0 (21,7-30,3) 235(20,1269)  -250 22,9 (20,6-25,2) 238(21.1-266) 599 0,087
ALT (mg/dL) 22,6 (16,0-29,3) 225(17,3-27,7) 010 20,5 (16,6-24,4) 22,0 (17,0-27.1) 150 0,382
Bilirrubina D (mg/dL) 0,30 (0,26-0,33) 0,30 (0,27-0,35) 0,00 0,33 (0,29-0,37) 0,32 (0,29-0,36)  -0,01 0,324
Bilirubina T (mg/dL) 0,55 (0,45-0,65) 0,60 (0,50-0,71) 0,05 0,67 (0,58-0,75) 0,64 (0,54-0,74)  -0,03 0,136
Gama GT (mg/dL) 35,0 (26,1-43,7) 327 (232-421) 2,30 37,3 (27,3-47,3) 34,5 (24,5-445)  -2,80 0,972
Albumina (mg/dL) 4.4 (4,3-4,4) 4.3 (4,2-4,4) -0,10 4.4 (4,3-4,5) 4.2 (4,1-4,3) 0,20 0,079

Legenda: BN= Brazil nut; CO= controle; n=numero de participantes, ALT= alanina aminotransferase; AST= aspartato transaminase; GAMA-GT= gama glutamil transferase.
Valores apresentados em média geométrica e intervalo de confianga de 95% entre parénteses. A (11-10) representa a variagdo média dos parametros avaliados apéds a intervengéao.
p-valor calculado pela analise de variancia para medidas repetidas: avaliagdo do efeito tempo e intervencdo (ANOVA repeated measures). ¥ n= 28 (ap6s a excluséo de outlier).

Valores de Referéncia: Glicemia (< 100mg/dL) (Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes). Colesterol total (£ 190 mg/dL); LDL-c (£ 130 mg/dL); HDL-c (= 40 mg/dL); Triglicérides (<150mg/dL);

Colesterol ndo-HDL (£160mg/dL). (Atualizagao da Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengao da Aterosclerose — 2017).
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Figura 14. Graficos da avaliagdo dos indices HOMA-IR e HOMA-BETA antes
(TO) e apos (T1) a intervencao nos grupos Brazil nut (BN) e Controle (CO).

No caso da glicemia, apesar da variagéo ter sido significativa, os valores
obtidos antes e apos o periodo da intervengcdo dos dois grupos de estudo
encontram-se dentro da faixa de normalidade segundo o valor de referéncia
(<100 mg/dia) estabelecido pela Diretriz da Sociedade Brasileira de Diabetes
(SBD). Para o colesterol total, o grupo que recebeu a castanha-do-brasil os
valores observados (antes e apos a intervengéo) sao considerados desejaveis
(s 190 mg/dL) segundo as novas diretrizes da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC, 2017). Ja o grupo CO, apresentou valores acima da referéncia
na avaliacdo apos os 2 meses. Neste ultimo caso, investigou-se as possiveis
causas destes resultados por meio da analise do consumo alimentar, do método
analitico utilizado e nenhuma relagao foi encontrada.

A relacdo entre o Se e o perfil lipidico ainda nao foi totalmente esclarecida
pois os estudos ainda sao controversos em virtude de diversos fatores que
envolvem o status de Se como o tempo e o tipo de intervencéo utilizada, e a
populagao estudada.

Um estudo realizado com 1159 adultos do estudo NHANES 2003-2004
verificou que altas concentragdes séricas de Se foram associadas a um aumento
do colesterol total e de LDL-c. Nos individuos que apresentaram baixas
concentragdes de Se sérico observou-se uma associagcdo apenas com a HDL-c
(LACLAUSTRA et al., 2010). Outro estudo realizado em uma populagdo adulta
da Espanha observou que altas concentragdes de Se foram positivamente
relacionadas com o aumento do colesterol total e de LDL-c (GONZALEZ-

ESTECHA et al, 2017). No presente estudo, ao avaliarmos todas as




participantes (n=55) no baseline (TO) observamos uma correlagdo moderada
entre as concentracdes plasmaticas de Se e a concentracédo sérica de HDL-c
(r=0,310; p=0,022). Entretanto, apds a intervengcdo esta correlagdo nao foi
significativa.

Alguns estudos que avaliaram o efeito da suplementacédo de Se no perfil
lipidico encontraram resultados divergentes. Jamilian et. al. (2015) avaliaram o
efeito da suplementacéo de Se (200u/dia) no formato de tabletes por 8 semanas
no perfil lipidico de mulheres diagnosticadas com sindrome do ovario policistico.
Apos o periodo da intervencao, observou-se reducéo das concentracdes séricas
de triacilgliceréis e de VLDL-c. Em outro trabalho realizado com pacientes que
apresentavam nefropatia diabética e receberam suplementacdo de Se em
capsula (200 ug/Se) por 12 semanas, ndo houve alteragdes no perfil lipidico
(BAHMANI, et al., 2016).

Poucos estudos avaliaram os efeitos do consumo da castanha-do-brasil
no perfil lipidico. No estudo realizado por Cominetti e colaboradores (2012)
realizado com mulherers obesas morbidas, o consumo de uma néz de castanha-
do-brasil (290 ug/Se) por dois meses foi capaz de melhorar as concentragdes
séricas de HDL-c e os indices de Castelli | e Il, que avaliam o risco
cardiovascular. Maranhdo e colaboradores (2011) observaram efeitos positivos
nas concentragdes de colesterol total e LDL-c apds consumo da castanha (108,5
Mg/Se) por adolescentes do sexo feminino. Pacientes com hipercolesterolemia,
apos o consumo de farinha de castanha-do-brasil parcialmente desengordurada
(13g/dia — 227,5 pgSel/dia) por 90 dias apresentaram uma redugdo na
concentragao plasmatica de colesterol total e do colesterol ndo-HDL comparado
ao grupo que recebeu o placebo (CARVALHO et.al., 2015).

Em contrapartida, o consumo de 45 g/dia (862,6 ugSe) de castanha-do-
brasil por individuos saudaveis durante um periodo de 15 dias nao alterou as
concentragbes plasmaticas de colesterol total, HDL-c, LDL-c e triacilglicerol
(STRUNZ et al., 2008). Este resultado corrobora com os encontrados no estudo
em tela, na qual a alta ingestdo de Se proveniente da castanha-do-brasil (409,4

MgSe) ndo alterou o perfil lipidico.




6.3.5. Avaliagdo do biomarcadores inflamatérios

O efeito do consumo da castanha-do-brasil na inflamacgao foi avaliado por
meio da determinagdo dos seguintes biomarcadores circulantes: PCR, MCP-1,
fibrinogénio, leptina, e interleucinas pro e anti-inflamatérias (I1L-13, IL-2, IL-6, IL-
10, IL-13, TNF-a e INF-y).

Na tabela 10 estdo apresentados os resultados da concentragcao
plasmatica destes biomarcadores. Observou-se que ndo houve mudangas
significativas nas concentragbes destes parametros nos grupos durante as 8

semanas de intervengao.




Tabela 10. Avaliacdo das concentragdes plasmaticas dos biomarcadores inflamatoérios das participantes dos grupos Brazil nut (BN)

e Controle(CO) antes (T1) e apds (T1) o periodo da intervengéo.

Grupo BN (n=29) Grupo CO (n=26)
Variaveis A (t1-T0) A (r1.;t9p  p-valor
TO T1 TO T1

PCR (mg/dL) 2,3 (1,1-3,5) 2,1 (1,4-2,8) 0,14 1,8 (0,7-3,0) 2,0 (1,0-2,9) 0,14 0.585
Leptina (ng/mL) 445 (37,2-51,8) 62,3 (20,4-104,2) 17,78 31,8 (26,9-36,6) 33,1 (28,1-38,1) 1,33 0,424
Fibrinogénio (g/L) 1,5 (1,5-1,6) 1,5 (1,5-1,6) 0,03 1,5 (1,4-1,6) 1,5 (1,5-1,6) -0,06 0,409
LPS (ng/mL) 0,49 (0,40-0,60) 0,45 (0,40-0,50) -0,05 0,35 (0,28-0,43) 0,37 (0,28-0,46) 0,01 0,387
MCP-1 (pg/mL)  266,4 (229,0-303,9)  296,0 (240,7-351,3) 29,6  296,2 (228,6-363,9)  319,7 (256,2-383,1) 235 0,808
IL-10 (pg/mL) 3,6 (2,6-4,7) 4,0 (2,6-5,4) 0,40 3,0 (1,7-4,3) 3,0 (2,0-3,9) 0,00 0,124
IL-13 (pg/mL) 20,6 (1,2-40,0) 16,1 (1,9-30,2) 4,50 6,3 (2,1-10,5) 7.9 (2,1-13,7) 1,60 0,250
IL-2 (pg/mL) 2,2 (1,2-3,1) 2,3 (1,5-3,1) 0,10 2,0 (1,6-2,5) 2,1 (1,6-2,7) 0,10 0,790
IL-6 (pg/mL) 2.4 (1,7-3,0) 2,7 (1,8-3,5) 0,30 2,7 (1,8-3,6) 2,9 (2,0-3,8) 0,20 0,349
IL-18 (pg/mL) 2,5(1,3-3,8) 2.4 (1,3-3,5) 0,10 1,5 (1,0-2,0) 1,6 (1,0-2,1) 0,10 0,808
TNF-a (pg/mL) 2,1 (1,6-2,7) 2,4 (1,7-3,0) 0,30 2,1 (1,6-2,5) 2,2 (1,6-2,8) 0,10 0,773
IFN-y (pg/mL) 11,4 (9,6-13,2) 11,5 (9,3-13,7) 0,10 11,0 (8,9-13,1) 11,0 (9,0-12,9) 0,00 0,489

Legenda: BN= Brazil nut; CO= controle; n=numero de participantes; PCR= proteina C reativa; LPS= lipopolissacarideo; MCP-1= proteina quimiotatica para mondcitos 1; IL= interleucina; TNF-a= fator
de necrose tumoral alfa; IFN-y= interferon gama.
Valores apresentados em média geométrica e intervalo de confianga de 95% entre parénteses. A (r1-1o) representa a variagdo média dos parametros avaliados apos a intervengao. p-valor calculado

pela analise de variancia para medidas repetidas: avaliagdo do efeito tempo e intervengdo (ANOVA repeated measures).




Evidéncias do efeito do consumo da castanha-do-brasil nos
biomarcadores inflamatérios em diferentes populacbes mostram resultados
divergentes. De maneira oposta aos resultados observados neste trabalho, o
consumo de diferentes quantidades de castanha-do-brasil (0, 5, 20 e 50g) por
adultos saudaveis avaliado em diferentes tempos (1h, 3h, 6h, 9h, 24, 48h, 5 dias
e 30 dias) alterou a concentragdo de alguns biomarcadores inflamatérios. As
concentragbes de IL-1, IL-6, TNF-a, INF-y foram reduzidas e a de IL-10
aumentadas com o consumo de 20 ou 50g de castanha (COLPO et al., 2014).
Pires (2012), ao suplementar individuos diabéticos do tipo 1 com idade entre 10
e 25 anos com 1 castanha-do-brasil por 60 dias observou diferenca apenas nas
concentragdes séricas de IL-6. Ja os valores de fibrinogénio, PCR e TNF-a néo
foram alterados. Semelhantemente ao que observamos nas mulheres obesas,
Callou (2014), também nao observou diferenga nas concentragdes séricas de IL-
6, IL-2, IL-10, PCR, TNF-a, IL-18 apds dois meses de suplementagdo com a
castanha-do-brasil em mulheres diagnosticadas com artrite reumatdide.

Considerando o teor de Se presente nas castanhas utilizadas neste
estudo, buscou-se avaliar correlacbes entre os marcadores de avaliagdo do
status de Se e os biomarcadores inflamatoérios avaliados acima. No baseline do
estudo (TO) (n=55) observou-se uma correlagéo negativa significativa entre as
concentragbes plasmaticas de SELENOP e os seguintes marcadores
inflamatorios: IL-2 (r= -0,373; p=0,011), IL-6 (r= -0,333; p=0,024) e TNF-a (r= -
0,305; p=0,040). Apos a intervengdo com a castanha-do-brasil (T1), correlagdes
negativas significativas foram encontradas entre o Se plasmatico e as
concentragbes plasmaticas de IL-6 (r= -0,679; p<0,001) e IFN-y (r= -0,621;
p=0,001).

Nesta perspectiva, o potencial papel anti-inflamatério do Se como tem
sido alvo de investigagdes, mas ainda € um assunto que necessita ser mais
explorado e melhor esclarecido. No contexto da obesidade, n&o foram
encontrados estudos que avaliaram a relacdo entre o status de Se e
biomarcadores inflamatérios.

No entanto, Asemi et. al. (2015) observou que a suplementacdo com
200ug de Se na forma de tablete reduziu de forma significativa as concentragdes
séricas de PCR em mulheres com diabetes melitos gestacional. Ja em pacientes




diagnosticados com nefropatia diabética e em tratamento hemodialitico, a
suplementagao por meio de capsulas contendo 200ug durante 3 meses nao foi
suficiente para alterar as concentragcdes de PCR (OMRANI et al., 2015).

A avaliagcédo da expresséo génica foi realizada em PBMC visto que estas
células refletem a regulacdo hepatica do metabolismo do colesterol e podem
migrar através da circulagdo sanguinea e se infiltrar em uma variedade de
tecidos como o endotélio e o tecido adiposo. Desse modo, as PBMC podem nao
so refletir as respostas imunes e metabdlicas dos adipdcitos e hepatdcitos, mas
também de respostas a intervengdes dietética e medicamentosa a nivel de
expressao génica (DE MELLO et al., 2012)

O grafico 4 mostra os resultados em fold change dos mMRNAs dos genes
analisados, considerando a variagcdo da expressdo apdés o periodo da
intervencéo.
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Legenda: BN= Brazil nut; CO= controle; n=numero de participantes; GPx1= glutationa peroxidase 1; SELENOP=

Selenoproteina P; TNF-a= fator de necrose tumoral alfa; IL= interleucina; TLR2= Toll like receptor 2; TR4= Toll like

receptor 4. *p<0,05 (Teste de Mann-Whitney).
Grafico 4. Fold change dos genes (comparagdo do pos-intervengdo com o
baseline) da GPx1, SELENOP, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, TLR2 e TLRA4.

Dos genes avaliados, apenas a IL-13 n&do apresentou diferenca
significativa entre os grupos. Em relacdo aos demais genes, observou-se um
aumento significativo da expressao génica, exceto para a GPx1, no grupo que

consumiu a castanha-do-brasil quando comparado com o grupo controle.




Em relacdo as selenoproteinas avaliadas, a intervencao com a castanha-
do-brasil resultou na diminuicdo da expressdo da GPx1 e no aumento
significativo da expressdo da SELENOP1. Estudos ja demonstraram que o
consumo da castanha-do-brasil € capaz de modular a expressdo génica de
selenoproteinas. Em individuos saudaveis, por exemplo, o consumo de 1
unidade de castanha-do-brasil (~300 a 400 ug/Se) por 8 semanas aumentou a
expressao génica da GPx1 no sangue total. No entanto, para a SELENOP1, nédo
houve alteragdes na expressdo do mRNA apés a intervencdo (DONADIO, et al.,
2017). Pacientes diagnosticados com declinio cognitivo leve, apds 6 meses de
consumo da castanha-do-brasil (288 ug/Se), também tiveram um aumento da
expressdo da GPx1 no sangue total (CARDOSO et al., 2016). Por outro lado, a
suplementacao desta noz (~280 ug/Se) em pacientes diabéticos do tipo 1 ndo
foi suficiente para alterar a expressdo da GPx1 (PIRES, 2012). Estudos
realizados no contexto da obesidade ndo foram encontrados. Os resultados
controversos podem ser atribuidos ndo s6 as diferentes populagdes estudadas,
mas também a analise em si que foi realizada em diferentes compartimentos
(sangue total e PBMC).

Sabe-se que a disponibilidade de Se é capaz de modular a expressao de
selenoproteinas, uma vez que dependendo da ingestdo deste mineral, algumas
delas sdo menos expressas enquanto outras se mantém estaveis. A regulagéo
da expresséo génica das selenoproteinas ocorre a partir de dois principios: as
hierarquias tecidual e de selenoproteinas. A primeira refere-se a resposta
tecidual, ou seja, diante de uma situagao de deficiéncia grave a concentragao de
Se nos tecidos enddcrinos e no cérebro sdo mantidas, enquanto a do plasma e
do rim s&o significativamente reduzidas. O segundo diz respeito a prioridade de
selenoproteinas a serem transcritas na deficiéncia de Se. No caso da familia da
GPx, por exemplo, a prioridade de incorporagao de Se é das GPx-2 e 4 em
relacédo as GPx-1 e 3. No caso da SELENOP, esta encontra-se em posicao
intermediaria (HESKETH, 2008; SCHOMBURG, SCHWEIZER, 2009).

Assim como demonstrado anteriormente, as participantes dos dois grupos
de estudo ndo apresentavam deficiéncia de Se. Apds 2 meses de intervencao,
observou-se aumento os biomarcadores de avaliagdo do status de Se no grupo
BN, enquanto o grupo CO n&o teve alteragbes. Nesse sentido, diante do




aumento da oferta de Se e de um estado nutricional adequado, os resultados da
expressao génica da SELENOP1 e da GPx1 podem ser justificados de acordo
com o principio de hierarquia das selenoproteinas citado anteriormente. Neste
caso, sugere-se que grande parte do Se estaria sendo utilizado para sintese de
SELENOP1 (principal transportador do mineral para os tecidos), enquanto que a
GPx1, ja tendo atingido seu platd de atividade enzimatica, receberia uma menor
quantidade de substrato visto que sua sintese neste caso nao é prioridade diante
de outras selenoproteinas.

Poucos trabalhos buscaram avaliar os possiveis efeitos do consumo da
castanha-do-brasil na modulagdo da expressao de genes relacionados ao
processo inflamatorio. Esta abordagem é relevante visto que esta n6z apresenta
grande quantidade de Se e varios estudos tém demonstrado um papel
importante deste micronutriente na resposta imune.

Em contrapartida aos resultados encontrados neste estudo, a intervengao
com a castanha-do-brasil ndo alterou a expressao de genes relacionados a
inflamagéao (COX-2, MCP-1, IL-6 e TNF-a) em pacientes diabéticos do tipo 1
(PIRES, 2012). Ja no estudo realizado com pacientes em hemodialise, a
ingestao de castanha-do-brasil (~290 ug/Se) por 3 meses foi capaz de aumentar
a expressao génica do Nrf2 e reduzir a expressdo do NF-kB em PBMC
(CARDOZO et al., 2016). Sdo escassos na literatura os estudos que buscaram
avaliar os efeitos do consumo deste alimento no aspecto molecular da resposta
inflamatoria, principalmente relacionados a obesidade.

Em relagdo ao Se, varios estudos tém demonstrado que a deficiéncia
deste micronutriente implica em um aumento da inflamacdo e que a
suplementacdo deste mineral é capaz de atenuar essa resposta. O pré-
tratamento de uma linhagem celular de macrofagos U937 com selenometionina
(1MM) suprimiu a ativagdo do NF-kB induzido por LPS por meio do bloqueio da
degradacgéao da IkBa, diminuindo a translocacao deste fator de transcricdo para
o nucleo (SHEN et al., 2015). Em outra linhagem celular de macréfagos
deficientes em Se foi observado que a suplementacdo com selenito de sdodio
promoveu uma reduc¢ao da expressédo dos genes da COX-2 e TNF-a induzidos
por LPS via inibicdo da via da MAP kinase (VUNTA et al., 2008). Nesse sentido,
Jamilian et. al. (2018) ao suplementarem mulheres diagnosticadas com diabetes




gestacional com 200 ug/Se por dia durante 6 semanas observou diminui¢do na
expressao génica do TNF-a e do TGF-(3.

Na literatura ja € bastante esclarecido que a deficiéncia de Se pode
implicar em alteracbes metabdlicas, e que a suplementacdo com este
micronutriente promove beneficios a saude. No entanto, atualmente, pesquisas
buscam compreender os possiveis efeitos decorrentes da alta ingestdo de Se
que, como discutido anteriormente, podem estar relacionados a efeitos adversos
a saude. Até onde temos conhecimento, ndo existem trabalhos que associam a
alta ingestdo de Se ao aumento da expresséo de genes pro-inflamatérios. Com
a finalidade de verificar se existe uma relacdo entre o Se e a expressao dos
genes relacionados a inflamacéo, foi realizada uma analise de correlagdo de
Spearman (Tabela 11) entre a variagédo (A) dos biomarcadores do status deste
micronutriente e os resultados de fold change dos genes avaliados.

Tabela 11. Correlagcdo de Spearman entre a variagéo (A) dos biomarcadores
de avaliagao do status de selénio e o fold change do mRNA dos genes TNF-q,
IL1-8, IL-6, IL-10, TLR2 e TLR4.

Gene A Se plasma A Se eritrécito A SELENOP
TNF-a 0,579 (p<0,001) 0,564 (p<0,001) 0,433 (p=0,003)
IL1-B -0,147 (p=313) -0,122 (p=0,376) 0,032 (p=0,833)
IL-6 0,625 (p<0,001) 0,647 (p<0,001) 0,636 (p<0,001)
IL-10 0,567 (p<0,001) 0,437 (p=0,001) 0,389 (p=0,008)
TLR2 0,662 (p<0,001) 0,561 (p<0,001) 0,321 (p=0,037)
TLR4 0,753 (p<0,001) 0,698 (p<0,001) 0,421 (p=0,004)

Coeficiente de correlagéo e p-valor entre parénteses. A representa a variagéo dos parametros avaliados (pés-intervengao

— baseline). As correlagdes significantes foram apresentadas em negrito.

A partir dos resultados obtidos na tabela 11, observamos que existe uma

relagdo positiva entre o Se e a expressdo génica dos biomarcadores

inflamatorios, exceto para a IL1-B. Estes dados sugerem uma influéncia

importante deste micronutriente na resposta inflamataria.




Neste contexto, um mecanismo de atuagao do Se na resposta inflamatoria
proposto por Duntas et.al. (2009), citado anteriormente, esta relacionado com a
redugao dos niveis de ERO e a translocagcéo do NF-kB para o nucleo. Apds a
ingestdo da castanha-do-brasil com altas concentra¢des de Se houve aumento
da disponibilidade deste mineral para sintese de selenoproteinas, verificado a
partir do aumento tanto da concentragdo plasmatica como da expressao génica
da SELENOP. Assim, considerando o status de Se adequado das participantes
e a ingestdo de altas quantidades deste micronutriente, sugere-se que o
aumento da atividade enzimatica da GPx1 e, possivelmente, de outras
selenoproteinas que também possuem funcdo antioxidante, podem estar
atuando de forma mais intensa no mecanismo citado acima, inibindo a ativagao
do NF-kB.

Evidéncias apontam que a inibicdo da atividade do NF-kB em células n&o
imunes pode desencadear uma inflamacgao cronica e levar a um desequilibrio da
homeostase imune fisioldgica. Entre os tipos celulares relacionados com este
mecanismo, estdo as células epiteliais intestinais, que constantemente estao
expostas ao ambiente externo, como por exemplo a dieta. A inibigdo constante
do NF-kB no epitélio intestinal pode levar ao aumento da morte destas células
intestinais e a diminuicdo da expressdo dos peptideos antimicrobianos, que
consequentemente, resultam no comprometimento da barreira epitelial e permite
a invasao de bactérias comensais na mucosa colonica (PASPARAKIS, 2009).
Este quadro pode levar ao aumento da permeabilidade intestinal e no aumento
da translocagao de LPS do lumen intestinal para a corrente sanguinea, processo
conhecido como endotoxemia metabdlica (CANI et al., 2008; MOREIRA et al.,
2012; ROGERO, CALDER, 2018).

Diante dos resultados observados no presente estudo, sugere-se que o
aumento da expressao de genes pro-inflamatorios nas mulheres obesas possa
estar relacionado com o aumento da inibicdo do NF-kB. Este mecanismo pode
ser atribuido ao aumento da oferta de Se que resultou no aumento da expressao
de selenoproteinas que atuam indiretamente na inibicdo deste fator de
transcrigdo por meio de vias relacionadas ao estresse oxidativo. Nesse sentido,
a fim de verificar se existe uma relagdo entre o Se e o aumento da

permeabilidade intestinal, as participantes do estudo foram avaliadas de acordo




LPS (ng/mL)

com o tercil de Se no plasma e a concentragao plasmatica de LPS. Os resultados

desta analise estdo apresentados no Grafico 5.
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Legenda: Os dados correspondem a média e intervalo de confianga de 95%. Letras diferentes representam diferenca

significante entre os grupos (p<0,05 pelo teste Mann-Whitney).

Grafico 5. Concentragdo plasmatica de LPS das participantes do estudo no

baseline e apos 8 semanas de acordo com o tercil de selénio no plasma.

Os resultados do grafico acima mostram que tanto no baseline quanto
apods 8 semanas de estudo, as concentracdes plasmaticas de LPS sao maiores
de acordo com o aumento da concentragdo plasmatica de Se. Uma correlagao
positiva e significativa foi encontrada entre as concentragdes plasmaticas de Se
e LPS apos 8 semanas (r= 0,317; p=0,026). A partir destes dados, sugere-se
que existe uma relacdo entre as altas de concentragdes de Se, o aumento da
permeabilidade intestinal e a inflamacao. No entanto, até o momento ndo existem
evidéncias que mostram esta relacdo e, portanto, estudos nessa area sao
necessarios para esclarecer essa hipoétese.

Ao considerar a intervencao utilizada neste estudo, observou-se que o
consumo da castanha-do-brasil com altas concentragdes de Se, por um periodo
de dois meses, resultou em alteragdes nas respostas moleculares relacionadas
a inflamac&o nas mulheres obesas. Desse modo, acredita-se que o consumo
deste alimento por periodos prolongados poderia intensificar essa resposta pro-

inflamatadria e acarretar em danos metabdlicos para esta populagao.




Com a finalidade de investigar de forma mais detalhada os resultados
obtidos da analise de expressdo génica observados no grupo que recebeu a
intervencao, avaliou-se a expressao das proteinas de membrana TLR2 e TLR4
em mondcitos do sangue periférico apenas no grupo BN. Na tabela 12 estéo
apresentados os resultados desta avaliagao.

Apdés o consumo da castanha-do-brasil, observou-se diferenca
significativa apenas na intensidade da fluorescéncia (IF) das células
CD14+TLR2+. Para as demais células avaliadas, a intervenc¢ao nao foi capaz de

promover mudancgas significativas.




Tabela 12. Expressdo de TLR2 e TLR4 na membrana plasmatica de mondcitos do sangue periférico de mulheres obesas do grupo

Brazil nut (BN) antes (T0O) e apds (T1) a intervengéo.

CD14+ CD16+
*p-valor *p-valor
TO T1 TO T1

TLR2+ (%) 16 (1,3-2,0) 18 (1,4-2,1) 0,268 1,0 (0,6-1,3) 0,7 (0,5-0,9) 0,090

<0,001 0,510
TLR2+ (IF) 699,5 (586,0-813,0) 564,5 (464,8-664,2) 606,3 (541,9-670,6) 567,3 (468,0-666,5)
TLR4+ (%) 20,9 (15,6-26,1) 28,6 (23,2-33,9) 0,145 8,1 (5,9-10,4) 8,0 (6,0-10,1) 0,098

0,382 0,872
TLR4+ (IF) 1003,3 (877,7-1128,8) 1013,8 (836,1-1191,4) 372,0 (332,8-406,2) 355,5 (287,4-423,6)

Legenda: TLR= toll like receptor; IF= intensidade da fluorescéncia. Valores apresentados em média geométrica e intervalo de confianga de 95% entre parénteses. *Teste de Mann-Whitney.




Os TLRs sdo uma familia de receptores transmembranas que
desempenham um papel importante no reconhecimento de patdégenos e na
resposta imune por meio do controle da resposta imunologica e inflamatoria. Na
obesidade, o aumento da concentragcdo de acidos graxos e de LPS s&o
considerados potenciais ativadores de TLR2 e TLR4 que estdo envolvidos
diretamente na resposta inflamatoria. Estas isoformas sao estimulos importantes
para ativagao da via de sinalizagdo do NF-kB via MyD88 contribuindo para o
aumento da resposta inflamatéria por meio do aumento da expressao de genes
que codificam proteinas com acgédo pro-inflamatoria (JIALAI et al., 2014;
ROGERO, CALDER, 2018).

Em humanos, TLR2/4 sao expressos em mondcitos e analises de
citometria de fluxo identificaram a presenca destas proteinas na membrana
plasmatica destas células. Considerando um individuo obeso, Devevre et. al.
(2014) demonstrou que na obesidade os mondcitos (CD14 e CD16) apresentam
um fenotipo inflamatério com um aumento da resposta frente ao estimulo de
TLR4 e TLR8 . Este perfil de subpopulagdes de mondcitos pode contribuir para
a manutencao da inflamagao crénica observada na obesidade.

Um estudo realizado com células de mondcitos THP-1 avaliou os efeitos
dos acidos graxos livres em condi¢gées de hiperglicemia, fator importante na
fisiopatologia da obesidade e do diabetes melitos tipo 2. Os resultados
mostraram que a presenca de acidos graxos livres aumentou a expressao celular
de TLR2/4, a produgdo de ERO e a atividade do NF-kB (DASU, JIALAL, 2011).
Mattos et.al. (2016) observou um aumento da expressédo de TLR4 e TNF-a em
mondcitos de criangas obesas, principalmente nos denominados mondcitos
classicos CD14"*CD16°. Segundo os autores, este dado sugere que a resposta
inflamatoria desencadeada pela ativagdo de macréfagos resulta no aumento da
producdo de citocinas inflamatérias. Nesse sentido, outro trabalho conduzido
com pacientes diagnosticados com diabetes melitos do tipo 1 observou uma
expressao génica e proteica significativamente maior de TLR2/4 de mondcitos
em relagao ao grupo controle saudavel (DEVARAJ et al., 2008).

Apesar de neste estudo ndo terem sido observadas diferencas
significativas na expressdo de TLR2/4 nas diferentes subpopulagdes de

monaocitos, este é o primeiro estudo que avaliou o efeito do consumo de um




alimento fonte de Se em células de individuos obesos. Mais estudos sao
necessarios a fim de avaliar e compreender os possiveis efeitos de outros
alimentos e compostos bioativos nas vias de sinalizagao envolvidas na resposta

imune desses individuos.




7. CONCLUSAO

O consumo da castanha-do-brasil com altas concentracbes de Se por
mulheres obesas que ndo possuem deficiéncia deste mineral, promoveu o
aumento da expressdo génica de biomarcadores inflamatérios em células
mononucleares do sangue periférico sem, no entanto, altera-los no plasma.
Nesse sentido, sugere-se que o consumo desta n6z por periodos prolongados
pode levar a repercussdes metabdlicas e de saude em mulheres obesas.
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