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RESUMO

COMINETTI, C. Efeitos da suplementacio com castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K.) sobre o estresse oxidativo em mulheres obesas e sua relacio com o polimorfismo
Prol98Leu no gene da glutationa peroxidase 1. 2010. 100f. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Individuos obesos apresentam niveis elevados de estresse oxidativo quando comparados com
controles de peso eutrofico. Isto pode ser atribuido a uma série de fatores, com destaque para
a ingestdo reduzida de substancias antioxidantes. Outro aspecto a ser considerado ¢ a
presenca de polimorfismos em genes que codificam para enzimas antioxidantes, como ¢ o
caso do Prol98Leu no gene da enzima glutationa peroxidase 1 (GPx 1). Portanto, este
trabalho teve como objetivos estudar as relagdes entre obesidade, marcadores de estresse
oxidativo e o polimorfismo Pro198Leu no gene da GPx1, além de verificar as respostas destes
parametros a ingestdo de castanhas-do-brasil como fonte de selénio (Se). Participaram do
estudo 37 mulheres em idade reprodutiva, que nao apresentavam diabetes mellitus, doengas da
tiredide; nao ingeriam suplementos de minerais e vitaminas, medicamentos para reducao de
peso ou hipolipemiantes, € ndo eram tabagistas. Foram utilizados os seguintes marcadores
bioquimicos: concentracdes de Se plasmatico, eritrocitario e nas unhas; atividade eritrocitaria
total da GPx; concentragdes urinarias de 8-isoprostanos; concentracdes plasmatica de
TBARS; avaliacdo de danos em DNA; perfil lipidico sérico; além da determinag¢do dos
genotipos relativos aquele polimorfismo. Cada unidade de castanha forneceu, em média, 290
ng do mineral. Na fase pré-suplementagdo, 100% das pacientes estavam deficientes em Se.
As concentragdes eritrocitarias (60,5+22,6 x 205,9+42,0 pug/L; p=0.000) e plasmaticas (55,7+13,3
x 132,5+349 pg/L; p=0.000) deste mineral aumentaram significativamente na fase poOs-
suplementagdo. O mesmo perfil foi observado para a atividade eritrocitaria total de GPx
(36,6+17,1 x 53,6+20,4 U/gHb; p=0.000) e para as concentragdes plasmaticas de TBARS (5,0+3,7
x 7,6£3,3 pumol/L; p=0.000). As concentragdes urindrias de 8-isoprostanos nio apresentaram
alteragdes significativas apos a ingestdo das castanhas (25,1+14,2 x 21,8+15,6 ng/mmol creat.).

E 0 mesmo ocorreu com os niveis de danos em DNA (77,3+21,6 x 72,2+28,1 um). Com relagao



ao perfil lipidico sérico, ndo foram observadas mudangas significativas nas concentragdes de
colesterol total (171,0+28,8 x 175,5+26,6 mg/dL), LDL-c (114,0+29,6 x 109,3£22,8 mg/dL),
VLDL-c (19,6+£9,4 x 21,7+8,3 mg/dL) e triacilglicerdis (110,3+87,9 x 108,6+41,5 mg/dL).
Entretanto, as concentragdes de HDL-c apresentaram elevagao significativa apoés o consumo
das castanhas (37,6+13,6 x 44,5+13,4 mg/dL; p<0.00001). Este aumento também promoveu uma
reducdo significativa nos valores dos indices de Castelli I (5,0+1,8 x 4,2+1,1; p<0.0002) e II
(3,4+1,7 x 2,7+1,0; p<0.0004), preditores do risco cardiovascular. A frequéncia dos gendtipos
foi de 48,7% para Pro/Pro, 37,8% para Pro/Leu e 13,5% para Leu/Leu. Nao foram verificadas
diferencas estatisticamente significativas nos niveis de Se e na atividade da GPx entre os
gendtipos, nas duas fases. Entretanto, houve correlacdo positiva entre as concentragdes
eritrocitarias de Se e a atividade da GPx em ambas as fases apenas para o grupo Pro/Pro. Os
resultados obtidos no ensaio do cometa foram significativamente diferentes entre os gendtipos
e revelaram que participantes Pro/Pro apresentaram redu¢do na quantidade de danos em DNA
apos a ingestdo das castanhas, o que ndo ocorreu naquelas Pro/Leu e Leu/Leu agrupadas.
Além disso, aquelas Leu/Leu apresentaram valores de danos significativamente maiores em
relacdo as Pro/Pro. As alteragcdes observadas nos niveis de TBARS e lipideos séricos nao
foram relacionadas aos gendtipos. Também ndo foram verificadas alteracdes nas
concentragdes urinarias de 8-isoprostanos entre os diferentes genotipos. Estes dados sugerem
um efeito benéfico do consumo de castanha-do-brasil como fonte de Se e também de acidos
graxos mono e poliinsaturados. Demonstrou-se também a influéncia do polimorfismo
Pro198Leu no gene que codifica para a GPx1 sobre as concentragdes sanguineas de Se ¢ a
atividade eritrocitaria total da GPx. Pode-se concluir que ha uma interagdo entre este

polimorfismo e o status de Se, bem como dos niveis antioxidantes.

Palavras chave: antioxidantes, castanha-do-brasil, estresse oxidativo, glutationa peroxidase,

nutrigenética, obesidade, polimorfismo, selénio.



ABSTRACT

COMINETTI, C. Effects of the supplementation with Brazil nut (Bertholletia excelsa
H.B.K.) on the oxidative stress in obese women and its relation with the Pro198Leu
polimorphism in the glutathione peroxidase 1 gene. 2010. 100p. Thesis (PhD) — Faculty
of Pharmaceutical Science, University of Sdo Paulo, Sao Paulo, 2010.

Obese subjects present high oxidative stress levels when compared to those with normal
weight. This characteristic can be attributed to several factors, mainly the low intake of
antioxidant compounds. Another aspect to be taken into account is the presence of
polimorphisms in genes of antioxidant enzymes, such as the Pro198Leu in the glutathione
peroxidase 1 (GPx1) gene. The objectives of this work were to study the relations among
obesity, oxidative stress markers, and the GPx1 Prol198Leu polymorphism, and to verify the
responses of these parameters to the intake of Brazil nuts as a selenium (Se) source. Thirty
seven women in reproductive age have participated in the study. They did not present
diabetes mellitus, thyroid diseases, intake of vitamins and minerals supplements, medicines
for weight loss or for cholesterol levels management, and smoking habit. The following
biochemical markers were determined: plasma, erythrocyte and nails Se concentrations; total
erythrocyte GPx activity, urine 8-isoprostanes concentration; plasma TBARS concentration;
DNA damage; serum lipid profile; and genotyping of the polymorphism. Each unit of Brazil
nut was estimated to provide = 290 pg of Se. In the pre-supplementation phase, 100% of the
subjects presented Se deficiency. The erythrocyte (60.5+22.6 x 205.9+42.0 pg/L; p=0.000) and
plasma (55.7+13.3 x 132.5+£34.9 ng/L; p=0.000) concentrations of this mineral had presented a
significant raise in the post-supplementation phase. The same profile was observed for the
GPx activity (36.6x17.1 x 53.6+20.4 U/gHb; p=0.000) and for the plasma TBARS (5.0+3.7 x
7.6+3.3 umol/L; p=0.000) concentrations. There were no significant changes in the urinary 8-
isoprostanes (25.1+14.2 x 21.8+15.6 ng/mmol creat.) concentration. The same pattern was

observed in relation to the DNA damage levels (77.3+21.6 x 72.2+28.1 um). Regarding the



serum lipid profile, it was not found significant changes in the total cholesterol (171.0+28.8 x
175.54+26.6 mg/dL) concentrations, LDL-c (114.0+29.6 x 109.3+£22.8 mg/dL), VLDL-c (19.6+9.4 x
21.7+8.3 mg/dL) and triglycerides (110.3+87.9 x 108.6+41.5 mg/dL). However, there was a
significant increase in the HDL-c (37.6+13.6 x 44.5+13.4 mg/dL; p<0.00001) concentrations after
the Brazil nuts intake. This increase also had promoted a significant reduction in the Castelli I
(5.0£1.8 x 4.2+1.1; p<0.0002) and II (3.4+1.7 x 2.7+1.0; p<0.0004) indexes, which are predictors
of cardiovascular risk. The genotype frequency was 48.7% for Pro/Pro, 37.8% for Pro/Leu,
and 13.5% for Leu/Leu. Se levels and GPx activity were not significantly different between
the genotypes, in both pre and post-supplementation phases. However, there was a positive
correlation between Se erythrocyte concentrations and GPx activity in both phases only in the
Pro/Pro group. The results from the comet assay were significantly different between the
genotypes and showed that subjects who were Pro/Pro presented a reduction in the levels of
DNA damage after the Brazil nuts intake, which did not happen in those Pro/Leu and Leu/Leu
grouped. Moreover, the Leu/Leu group showed higher damage levels when compared to that
Pro/Pro. The changes in the plasma TBARS levels and in the serum lipid profile were
unrelated to the genotypes. The urinary 8-isoprostanes concentrations also did not present
any change regarding the genotypes. The data suggest a beneficial effect of the Brazil nut
intake as a source of Se and possibly of mono and polyunsaturated fatty acid. The influence
of the GPx1 Prol198Leu polymorphism on the blood Se concentration and GPx activity could
be demonstrated. It could be concluded that there is an interaction between that

polymorphism and the Se status, as well as the antioxidant levels.

Keywords: antioxidants, Brazil nut, glutathione peroxidase, nutrigenetic, obesity, oxidative

stress, polymorphism, selenium.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Obesidade e estresse oxidativo

A obesidade ¢ uma doenca crdnica, de prevaléncia ascendente e que provoca
diversos riscos a saude. Verifica-se nimero elevado de casos da doenca mundialmente,
entretanto, a prevaléncia ¢ maior em paises ocidentais. No Brasil, de acordo com os tltimos
dados compilados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no periodo de
2002 — 2003, a populagdo com 20 anos de idade ou mais, apresentava niveis de prevaléncia de
excesso de peso de 41,1% e de obesidade, de 8,9% entre homens. Em mulheres, a propor¢ao
de excesso de peso foi de 40% e de obesidade, de 13,1%.

Niveis aumentados de estresse oxidativo sdo observados na obesidade. Os principais
fatores contribuintes sdo a hiperglicemia, a atividade muscular aumentada, os niveis elevados
de lipideos teciduais, a inflamag¢do cronica, as defesas antioxidantes inadequadas e a
hiperleptinemia (VINCENT e TAYLOR, 2006).

A hiperglicemia estimula a producdo de radicais livres por meio da oxidagdo da
glicose, da glicosilacdo ndo enzimatica de proteinas e da degeneracdo oxidativa. Produtos
finais de glicosilacdo avangada (AGEs) sdo formados e se ligam a receptores especificos na
superficie das células, culminando na geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estes
mesmos AGEs também ativam fatores de transcri¢ao intracelulares, como o fator nuclear kB
(NF-xB). Este fator inicia uma via de sinalizag¢@o intracelular que resulta na ativacdo de
substancias como a proteina quinase C e o sorbitol. Aumentos nos niveis intracelulares de
glicose estimulam a via do poliol e ha a conversdo da glicose em sorbitol, que quando em
excesso causa dano oxidativo e pode ativar genes relacionados ao estresse oxidativo. O NF-
kB promove também a transcri¢do dos genes que codificam para a molécula de adesdo de

células vasculares 1 (VCAM-1) e para a molécula de adesdo intracelular 1 (ICAM-1), o que
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pode resultar na formagao de ROS. O resultado final deste processo inclui dano oxidativo e
direcionamento acelerado de mondcitos para o endotélio. Outro mecanismo responsavel por
elevar o grau de estresse oxidativo ¢ o aumento na atividade oxidase da enzima adenina
nicotinamida dinucleotideo fosfato (NADPH), a qual produz 4anions superoxido,
principalmente no endotélio. A auto oxidacdo da glicose também pode produzir substancias
que reagem de maneira semelhante aos radicais hidroxila e ao superoxido (MARITIM,
SANDERS e WATKINS III, 2003; VINCENT e TAYLOR, 2006).

A atividade muscular aumentada se relaciona ao esforgo realizado para sustentar o
peso corporal elevado. A razdo de consumo de oxigénio corporal pode aumentar de 10 a 15
vezes durante o esfor¢o e o fluxo de oxigénio nos musculos ativos pode ser 100 vezes maior.
Uma parte deste oxigénio pode ser convertida em varios intermedidrios, como o superdxido, o
radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio (BANERJEE et al., 2003).

Individuos obesos normalmente apresentam concentragdes intracelulares de
triacilglicerdis elevadas, fator que pode aumentar a producdo do anion superdéxido nas
mitocondrias. A concentracdo de gordura na regido abdominal se relaciona com niveis
elevados de 4cidos graxos livres no plasma, os quais podem aumentar drasticamente a
formag¢dao de ROS. Ainda, a hipercolesterolemia esta relacionada com maior oxidagdo de
particulas de LDL-c (cholesterol low density lipoprotein). O consumo de determinados tipos
de gordura, como o acido linolénico conjugado, também ¢é capaz de modificar o grau de
estresse oxidativo, aumentando a excrecdo de produtos finais do processo oxidativo
(VINCENT e TAYLOR, 2006).

O tecido adiposo secreta fatores soliveis conhecidos como adipocitocinas, tais como
a adiponectina, a leptina, a resistina e a visfatina, sendo as duas primeiras produzidas em
maiores concentragdes pelos adipdcitos. As adipocitocinas funcionam como hormonios,

influenciam a homeostase energética e regulam as fung¢des neuroenddcrinas.  Estas
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substancias sao relacionadas a resisténcia insulinica, a alteragdes imunologicas € ao estresse
oxidativo. = Enquanto a adiponectina apresenta efeitos antiinflamatérios, as outras
adipocitocinas t€ém efeitos pro-inflamatorios. A obesidade ¢ associada a um estado de
inflamacdo cronica caracterizado pela producdo elevada de citocinas como a interleucina 6
(IL6) e o fator de necrose tumoral o (TNF-a); de reagentes de fase aguda como a proteina C
reativa (CRP); e pela ativacdo de vias sinalizadoras pré-inflamatorias. A concentragdo de
CRP parece ser diretamente relacionada com a excrecdo de produtos finais de peroxidagao
lipidica em mulheres com obesidade andrdide, igualmente ao observado no diabetes mellitus
tipo II, em individuos tabagistas e naqueles hipercolesterolémicos. A producdo de
adipocitocinas também parece ser alterada em individuos obesos, os quais normalmente
apresentam concentracdes reduzidas de adiponectina e elevadas de leptina, de resistina e de
visfatina, caracteristicas que favorecem um estado proé-oxidativo (DAVI et al., 2002; TILG e
MOSCHEN, 2006).

A hiperleptinemia ¢ envolvida em alguns mecanismos que aumentam o processo de
estresse oxidativo em individuos obesos. Quando incubada com células endoteliais, a leptina
estimula a producdo de peroxido de hidrogénio e de radicais hidroxila. Além disto, esta
adipocitocina estimula a sintese de citocinas promotoras de inflamag¢ao, como a IL-6 e o TNF-
o, 0s quais, por sua vez, aumentam a producdo da NADPH oxidase, que gera anions
superoxido (BOULOUMIE et al., 1999; TILG e MOSCHEN, 2006).

Individuos obesos também apresentam alteracdes no sistema de defesa antioxidante
devido a ingestdo reduzida de substincias antioxidantes ¢ de compostos bioativos. Além
disso, as concentragdes plasmaticas de vitaminas, minerais e¢ a atividade de enzimas
antioxidantes sdo menores na obesidade, proporcionalmente ao grau de sobrepeso. Estas

caracteristicas, aliadas a producdo elevada de ROS, favorecem a oxidag¢ao de proteinas ¢ de
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lipideos, contribuindo para um maior nivel de estresse oxidativo (VINCENT e TAYLOR,

2006).

1.2. Estresse oxidativo

O termo estresse oxidativo ¢ geralmente definido como um desequilibrio entre as
concentragdes de ROS e de espécies reativas de nitrogénio (RNS) e os mecanismos
fisiologicos de defesa antioxidante. ROS sdo moléculas que contém oxigénio, que podem ter
elétrons despareados (elétrons que aparecem sozinhos nos orbitais) e sdo altamente reativas
em tecidos. Um radical livre é qualquer espécie que possui um ou mais elétrons despareados
¢ os principais exemplos sdo o anion superoxido (O2° ), o radical hidroxila (OH®), o tiol
(RS®), o triclorometil (CCI3%) e o 6xido nitrico (NO®). As moléculas bioldgicas, em sua
maioria, ndo sdo radicais, mas podem ser convertidas a estas formas através de reacdes com
um radical, o que caracteriza a reacdo em cadeia de formacao de radicais livres. O radical
hidroxila ¢ muito reativo e propenso a atacar todas as moléculas biologicas. O anion
superoxido e o peroxido de hidrogénio (H,O,) sdo menos reativos em relagdo ao radical
hidroxila, mas quando produzidos em excesso também podem induzir danos celulares. O
anion superoxido também pode reagir com o 6xido nitrico e formar peroxinitrito, o qual, por
sua vez, pode oxidar grupos sulfidril ("SH) e também pode se decompor e gerar radicais
hidroxila (HALLIWELL e CHIRICO, 1993; VINCENT e TAYLOR, 2006).

Radicais livres, ROS e RNS em baixas concentragdes sdo necessarios para o estado
celular redox, para a funcdo e a sinalizag¢do celular normais, bem como para o funcionamento
do sistema imune, e para a defesa contra microorganismos. Quando produzidos em excesso,
ROS e radicais livres provocam danos ao DNA, a proteinas, a carboidratos e a lipideos,
comprometendo as funcdes celulares normais (YU, 1994; MATES, PEREZ-GOMEZ ¢ DE

CASTRO, 1999). Dentre os prejuizos ao metabolismo celular, pode ocorrer ruptura das fitas
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do DNA, aumento nas concentragdes de calcio intracelular livre, danos em transportadores de
ions ou em outras proteinas especificas e peroxidacdo de lipideos. A intensidade destes danos
dependera da amplitude da geragdao de ROS, dos alvos celulares, da atividade dos sistemas de
defesa antioxidante e da presenca ou da auséncia de metais de transi¢do (HALLIWELL e
CHIRICO, 1993).

A peroxidagdo lipidica ¢ a principal forma de reagdo bioldgica em cadeia de
formagao de radicais livres. O mecanismo que inicia esta reacdo ¢ o ataque de radicais
altamente reativos (como a hidroxila) a moléculas bioldgicas, incluindo lipideos (L). Ocorre a
remoc¢do de um atomo de hidrogénio da molécula, o que deixa um elétron despareado no
atomo ao qual este hidrogénio estava ligado: L-H + OH® — H,0 + L°. O radical lipidico
(L®) resultante pode ter varios destinos, entretanto, o mais provavel é que ocorra um rearranjo
molecular, com consequente reagdo com oxigénio, gerando um radical peroxil: L* + O, —
LOO°. Este ultimo pode se combinar com outros radicais, atacar proteinas de membranas e
também remover atomos de hidrogénio de cadeias laterais de acidos graxos vizinhos, por
consequéncia, propagando a reag¢do em cadeia de peroxidagdo lipidica: LOO® + L-H —
LOOH + L* (HALLIWELL e CHIRICO, 1993).

A extensdo da disseminagdo destas reagdes em cadeia ¢ dependente de alguns
fatores, dos quais a presenca de antioxidantes capazes de bloquear a propagagdo da reagdo ¢
de grande importancia. Estes antioxidantes podem ser caracterizados como inibidores da
peroxidagdo de lipideos e também podem ser divididos em dois grupos: antioxidantes de
baixo peso molecular, entre eles, substancias lipossoluveis como o a-tocoferol e o 3-caroteno,
e hidrossoluveis como o acido ascoérbico; e enzimas. Os primeiros sdo substancias quimicas
que inibem a peroxidacdo lipidica provocada por varias espécies reativas. Num estado

fisiologico tecidual normal, ha um balanco entre a atividade destas espécies reativas e os
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niveis intracelulares dos compostos antioxidantes, a fim de manter o equilibrio oxidante-
antioxidante e de prevenir danos teciduais (MATES, PEREZ-GOMEZ e DE CASTRO, 1999:
DOTAN, LICHTENBERG e PINCHUK, 2004). As principais enzimas antioxidantes sdo a
superoxido dismutase (SOD), a catalase e a glutationa peroxidase (GPx). A primeira converte
radicais superoxido em peroxido de hidrogénio. A catalase ¢ a GPx reduzem peroxido de
hidrogénio e hidroperoxidos lipidicos.  Alguns minerais também s3o considerados
importantes antioxidantes, entre eles o zinco, o cobre, o manganés ¢ o selénio (VINCENT e
TAYLOR, 2006). A capacidade antioxidante do selénio se deve ao fato deste mineral compor

o sitio catalitico da enzima GPx.

1.3. Glutationa peroxidase 1

As GPx s3o encontradas em todos os tecidos de mamiferos em que ocorrem
processos oxidativos. Estas enzimas podem prevenir a produgdo de ROS, contribuindo para a
prote¢do das macromoléculas e das biomembranas do organismo contra a oxidagdo.
Atualmente, quatro membros da familia das GPx s@o conhecidos: a GPx1 ou citosolica, a
GPx2 ou gastrintestinal, a GPx3 ou extracelular e a GPx4 ou fosfolipidio hidroperdxido
(BROWN e ARTHUR, 2001, TAPIERO, TOWNSEND e TEW, 2003; GONZAGA,
MARTENS e COZZOLINO, 2005). Recentemente a GPx6 foi caracterizada em epitélio
olfatorio e tecidos embriondrios. Outras variantes da GPx onde o residuo de selenocisteina ¢
substituido por cisteina, incluem a GPx5 com expressdo restrita no epididimo ¢ a GPx
fosfolipidio hidroperéxido sem a selenocisteina, nomeada de GPx7 (KRYUKOV et al., 2003;
UTOMO et al., 2004; PAPP et al., 2007).

As GPx dependentes de selénio contém um residuo simples de selenocisteina em
cada uma de suas quatro subunidades, o que ¢ essencial para a atividade enzimatica. Todas as

GPx reduzem peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos a partir da glutationa (GSH), no
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entanto, a especificidade para o substrato ¢ bastante diferente para cada enzima. O

metabolismo da GSH ¢ um dos mecanismos de defesa antioxidante mais importante do
GPX

sistema bioldgico e € representado pela seguinte reacdo: ROOH + 2GSH —> ROH +

GSSG + H;0.

A sintese de selenoproteinas ¢ totalmente dependente da disponibilidade de selénio.
Quando ha baixa ingestdo, ocorre o direcionamento do mineral para sintese de determinadas
selenoproteinas, enquanto outras recebem quantidades menores. Em razdo disto, algumas
enzimas perdem sua atividade mais rapidamente na deficiéncia de selénio. Outras podem nao
apresentar alteragdes em casos de deficiéncia moderada, perdendo atividade somente apos
deficiéncia grave e prolongada do mineral. A perda de atividade implica também na redugao
da estabilidade da enzima, o que, por sua vez, reduz os niveis dos respectivos RNAm. Esta
caracteristica ¢ menos importante do que a perda de atividade da enzima, mas as diferencas na
estabilidade dos RNAm especificos de cada selenoproteina influenciardo no direcionamento
do selénio para cada uma delas. Em casos de replecdo do mineral, selenoproteinas que
apresentam maior estabilidade sdo sintetizadas mais rapidamente em relagdo aquelas menos
estaveis, sendo que a GPx1 e a GPx3 sdo as que apresentam resposta mais rapida a deplegao
de selénio e apods a replecdo, demoram mais tempo para se tornar detectdveis e atingir
novamente os niveis maximos de expressio (BRIGELIUS-FLOHE, 1999).

A expressdo das GPx ocorre em varias partes do organismo, mas o nivel de cada
isoforma varia dependendo do tipo de tecido. A GPx1, em casos de niveis adequados de
selénio, apresenta expressdo elevada em tecidos com altos indices de produ¢do de peroxidos,
predominantemente nos eritrocitos, nos rins, no figado e nos pulmdes. Esta enzima ¢é capaz
de metabolizar um grande nimero de hidroperoxidos livres, inclusive aqueles liberados a
partir de acidos graxos de cadeia longa, por a¢do de fosfolipases. Entretanto, ndo tem

capacidade para metabolizar hidroperdxidos de acidos graxos esterificados em fosfolipideos,
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como aqueles presentes em membranas celulares sob ataque oxidativo (REILLY, 1996;
MATES, PEREZ-GOMEZ ¢ DE CASTRO, 1999).

As GPx também s3o envolvidas na sinalizagdo de citocinas. O perdxido de
hidrogénio produzido nas mitocondrias em resposta ao TNF-o pode promover a ativagao do
NF-kB. Os sitios kB, onde o NF-kB se liga ao DNA sdo encontrados na regido promotora de
varios genes. Estes genes, geralmente codificam para citocinas, fatores de crescimento,
moléculas de adesdo celular, imunoreceptores e proteinas de fase aguda. Entretanto, a
ativacao do NF-kB pode ser inibida ou até mesmo anulada por alguns antioxidantes, entre os
quais, as GPx. A GPxl e a GPx4 sdo consideradas inibidoras da ativagdo do NF-xB
principalmente por promoverem uma reducao na expressao de cicloxigenases e lipoxigenases,

as quais dependem de uma quantidade minima de peréxidos para serem cataliticamente ativas

(FLOHE et al., 1997; BRIGELIUS-FLOHE, 1999; STRAIF et al., 2000).

1.4. Polimorfismo no gene que codifica para a GPx1 (Pro198Leu)

A partir do sequenciamento completo do genoma humano no ano de 2003 ¢ do
desenvolvimento de novas tecnologias relacionadas a biologia molecular, houve uma
mudan¢a profunda no entendimento das doencas genéticas, as quais anteriormente eram
conhecidas por serem determinadas por mutagdes simples em genes ou por anormalidades
cromossOmicas. Atualmente ja estd bem estabelecido que genes e outras sequéncias de DNA
interagem com diversos fatores ambientais, inclusive a alimentagdo, podendo influenciar os
riscos ¢ o desenvolvimento de doencas. Quando hd uma alteragdo na sequéncia de
nucleotideos de um determinado gene € possivel que haja também diferencas nos aminoacidos
codificados e, por consequéncia, a estrutura ¢ a funcdo da proteina podem ser afetadas. As
diferencgas nas caracteristicas fisicas entre individuos de uma mesma espécie sao determinadas

por variacdes em genes conhecidas como alelos. Considera-se que um alelo variante ou nao
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normal seja comum quando ocorre em mais de 1% de uma populagdo, sendo entdo
denominado polimorfismo. Um polimorfismo de nucleotideo simples ou tnico (SNP, do
inglés: single nucleotide polymorphism) & caracterizado por uma alteragdo em um codon de
DNA, onde uma base simples ¢é substituida por outra. Devido a frequéncia relativamente alta
(cerca de 1 a cada 1000 nucleotideos), os polimorfismos s3o considerados as maiores
variagdes genéticas entre individuos. Aqueles polimorfismos que ocorrem na regido
promotora dos genes ou em éxons possivelmente sdo mais associados com ambos o risco de
desenvolvimento e a resisténcia a determinadas doengas cronicas nao transmissiveis. A
relacdo existente entre fatores genéticos e alimentacdo certamente depende da identificacio de
SNPs em genes de interesse (KAUWELL, 2005).

Virios estudos objetivam esclarecer uma possivel ligacdo entre estresse oxidativo e
doengas, e normalmente utilizam medidas de niveis sanguineos de antioxidantes ou
suplementagdes com essas substancias. A interpretagdo desses estudos ¢ bastante complexa,
principalmente devido as grandes variagdes organicas interindividuais e na ingestao alimentar
de antioxidantes.

Em 1999, foi detectado um polimorfismo no gene que codifica para a GPx1 em
individuos suecos. Um ponto de mutagdo na posicao 593 C/T que causa a substituicdo de
uma prolina por uma leucina no cédon 198 (Pro198Leu) foi identificado em 3 individuos, 2
deles homozigotos e 1 heterozigoto. Analises posteriores realizadas com 25 individuos
suecos resultaram em 13 individuos homozigotos para prolina (52%), 3 individuos
homozigotos para leucina (12%) e 9 individuos heterozigotos (36%) (FORSBERG, DE
FAIRE ¢ MORGENSTERN, 1999). Em 2000, Forsberg et al., determinaram a frequéncia de
alelos e o fendtipo em relacdo ao polimorfismo Pro198Leu no gene da GPx1 em duas
populagdes, uma delas composta por individuos suecos, sendo 101 infartados e 214 controles.

Nesta populacdo, a distribui¢do do gendtipo entre os casos foi de 55% de homozigotos para
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prolina, de 38% de heterozigotos e de 6,9% de homozigotos para leucina. Entre os controles,
esta distribui¢do foi de 53%, 40% e 7,4%, respectivamente. O segundo grupo estudado foi
composto por 66 individuos finlandeses. A distribuicdo do gendtipo neste grupo foi de 35%
de homozigotos para prolina, de 48% de heterozigotos e de 17% de homozigotos para leucina.
Nestes individuos, foi determinada a atividade eritrocitaria da GPx e ndo houve diferengas nos
valores quando relacionados aos diferentes genoétipos, sugerindo uma alta estabilidade da
enzima variante. Entretanto, Ravn-Haren et al. (2006) analisaram a relagdo entre a presenca
deste polimorfismo e a atividade eritrocitdria da GPx em maior numero de mulheres
dinamarquesas com e sem diagndstico de cancer de mama e verificaram uma redugdo de 5%
na atividade da enzima para cada copia adicional do alelo variante. Para avaliar a eventual
diferenca de resposta a suplementacdo com selénio do alelo da GPx1 contendo prolina ou
leucina na posicdo 198, foram construidos clones de células de cancer de mama que
expressavam exclusivamente um ou outro alelo (HU e DIAMOND, 2003). Nesse caso, o
alelo variante apresentou menor resposta em relacdo a estimulacdo da atividade de GPxl1
observada durante a suplementagdo com selénio, em comparacao ao alelo selvagem.

O polimorfismo parece variar em relacdo a etnia, uma vez que estudos com

individuos japoneses encontraram prevaléncia significativamente menor do alelo variante, em

comparagdo aos estudos citados anteriormente (HUZUYA et al. 2008; LEI et al. 2009).

1.5. Intervenc¢ao alimentar com castanha-do-brasil

Algumas estratégias podem ser utilizadas com o intuito de reduzir o grau de estresse
oxidativo em populagdes de individuos obesos. Medidas como intervengdes farmacoldgicas e
cirirgicas e a pratica de atividades fisicas para reducdo de peso e consequente melhora do
grau de estresse oxidativo podem ser consideradas. Outra op¢do que pode ser util é a

instituicao de terapias antioxidantes, as quais devem ser bem planejadas para que possam ser
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efetivas, considerando-se o tempo, o tipo e a dose dos antioxidantes a serem utilizados.
Alguns estudos demonstram efeitos positivos na reducdo do estresse oxidativo em individuos
diabéticos, obesos, e também em animais. As principais substancias utilizadas sdo o [3-
caroteno, o acido ascorbico e o a-tocoferol. Nado ha relatos na literatura mostrando a
utilizagdo de suplementacdo com selénio em seres humanos para esta finalidade. A castanha-
do-brasil ¢ reconhecida pelo conteido e biodisponibilidade de selénio. Assim, esta
oleaginosa, abundante no norte e nordeste brasileiros, ¢ uma boa opg¢do de oferta de selénio
por meio da alimentacdo. A utilizacdo da castanha-do-brasil j4 provou ser eficiente em
melhorar o status de selénio em dois estudos nacionais e em um deles demonstrou-se também
a eficacia da suplementagdo em elevar a atividade plasmatica e eritrocitaria da enzima GPx
em esportistas (BEHR, 2004; COUTINHO, 2003). Dessa maneira, a suplementagdo com
castanha-do-brasil pode também ser eficaz em reduzir o grau de estresse oxidativo em
individuos obesos, podendo ser instituida como rotina no tratamento desta condic¢ao.
Entretanto, as diferencas nos perfis de gendtipo para a enzima GPx1 com relagdo ao
polimorfismo Pro198Leu podem ou ndo afetar a resposta a intervengdes alimentares de forma
ainda pouco explorada. A grande maioria dos estudos utiliza somente parametros
relacionados as concentragdes sanguineas e urindrias de antioxidantes e a atividade de
algumas enzimas. Isto causa uma dificuldade acentuada em interpretar os dados obtidos,
devido as importantes variagdes intra e interindividuais relacionadas a capacidade
antioxidante. Esta particularidade, vinculada aos avancos obtidos na area da nutrigenética,
demonstra a importincia da determinacdo dos perfis de genotipo desta enzima, com o intuito
de interpretar os resultados obtidos com maior exatiddo e a partir disso, direcionar diferentes
tipos de intervengdes. Além disto, estas andlises podem fornecer um conhecimento mais
aprofundado desta caracteristica em uma subpopulacdo brasileira, diferentemente dos estudos

jé realizados em outros paises.
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2. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

Individuos obesos (grau III) apresentam niveis elevados de estresse oxidativo? O
status de selénio ¢ alterado em obesos grau III? A suplementagdo com castanha-do-brasil ¢é
capaz de reduzir o grau de estresse oxidativo melhorando o perfil antioxidante e o status de
selénio? A atividade da enzima GPx varia em fun¢do do polimorfismo Pro198Leu no gene da
GPx1 antes e apds a intervencdo? A resposta antioxidante a suplementacdo difere entre
individuos com perfis de genétipo distintos para a GPx1, relacionados ao polimorfismo

Prol198Leu?

3. OBJETIVOS

» Determinar o status de selénio e o nivel de estresse oxidativo em individuos com
obesidade grau III;

* Determinar o polimorfismo Pro198Leu no gene que codifica para a enzima GPx1;

= Verificar se este polimorfismo influencia o status de selénio e a atividade eritrocitaria
total da enzima GPx;

» Suplementar os voluntarios com castanha-do-brasil e verificar o efeito desta
suplementagdo sobre o status de selénio e o grau de estresse oxidativo;

= Comparar a resposta sobre o status de selénio, o grau de estresse oxidativo e a
atividade total da enzima GPx a suplementacdo, considerando o polimorfismo

Pro198Leu no gene que codifica para a GPx1.
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4. CASUISTICA

4.1. Amostragem e Selecao dos Participantes

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, sob o protocolo nimero 409 em 26/03/2007 e
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade de Sio Paulo, sob
o protocolo numero 0897/07, em 30/01/2008.

Foram selecionadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, mulheres com obesidade grau III, na faixa etdria entre 18 e 51
anos, ou que ndo estivessem no periodo da menopausa, respeitando os critérios de exclusao
listados no item 4.3. Inicialmente foi recebida uma lista com os nomes de pacientes que
aguardavam a realizacdo da cirurgia para reducdo de peso. Apds triagem inicial foram
excluidos homens, mulheres com idade superior ao estabelecido e aquelas que apresentavam
diabetes mellitus, doengas coronarianas, hipotireoidismo e indice de massa corporal (IMC)
superior a 50, o qual caracteriza superobesidade. A préxima etapa foi realizar contato
telefonico com as pacientes. Quando as voluntarias aceitavam participar da pesquisa, era
agendado um dia para que estas comparecessem ao Ambulatorio de Obesidade do Hospital
das Clinicas para explicagdes referentes ao preenchimento do registro alimentar, ao
desenvolvimento do estudo, além da assinatura dos Termos de Consentimento Livres e
Esclarecidos e da entrega dos recipientes para coleta de urina. Ainda neste dia, era preenchida
uma ficha de anamnese clinica para obter maiores informagdes sobre: estado de saude, habitos
alimentares, pratica de atividade fisica, consumo de medicamentos/suplementos, entre outros
dados. Apds os esclarecimentos e procedimentos acima, era marcado o dia para a coleta de
sangue e dos dados antropométricos, € para recebimento das amostras de urina, entrega das

castanhas e calendérios de acompanhamento, bem como do recebimento e conferéncia dos
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registros alimentares. Desde o inicio, 168 mulheres foram contatadas, porém apenas 37
concluiram a pesquisa. Daquelas, 40 se enquadraram nos critérios de exclusdo, 57 nao
puderam ser contatadas devido a erros nos telefones constantes na lista/ou ndo atenderam as
chamadas diversas vezes/ou moravam em outras localidades, 10 se recusaram ou ndo puderam
participar, 7 desistiram, 15 j& haviam sido operadas, 1 havia falecido e 1 foi excluida na
segunda fase do estudo por interromper o consumo das castanhas.

A coleta de dados ocorreu no periodo de setembro de 2007 a novembro de 2008.

4.2. Protocolo Experimental

No momento da coleta inicial de sangue, urina e dados antropométricos, as
participantes recebiam uma embalagem com castanhas-do-brasil em quantidade suficiente
para 60 dias, embaladas e protegidas da luz por papel aluminio, com as devidas instrug¢des
para o consumo e informagdes nutricionais. Cada participante recebeu um calendério para
controle de consumo. Para que a suplementacgao fosse considerada efetiva, pelo menos 85%
das castanhas deveriam ser consumidas. No decorrer do periodo da suplementacdo, em
intervalos de quinze dias, as participantes eram contatadas por telefone para acompanhamento
do consumo das castanhas, bem como de possiveis duvidas ou problemas em relagdo ao
protocolo. Quinze dias antes do término do periodo de suplementacdo as voluntarias eram
informadas sobre o dia agendado para a coleta final de dados e também era solicitado que
preenchessem um novo registro alimentar e que a coleta de urina fosse realizada na manha do
dia agendado para a coleta dos outros dados. No dia agendado, os registros alimentares eram
conferidos em conjunto com as participantes e estas também entregavam o calenddrio de

acompanhamento para verificacdo da aderéncia ao protocolo.
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Desenvolvimento do Projeto de Pesquisa

Procedimentos Eticos
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Figura 1 — Fluxograma das Atividades Realizadas Durante a Pesquisa
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4.3. Critérios de Inclusao

Foram incluidas na pesquisa mulheres com diagnodstico de obesidade grau III, com
idades entre 18 e 51 anos, que ndo apresentassem qualquer tipo de doenca, estado espoliativo
(infecgdo, inflamacdo, febre, estresse metabolico, diarréia) ou enfermidades como cancer,
artrite reumatdide, diabetes mellitus; hipertensio moderada/grave; que ndo utilizassem
farmacos com potencial de interferir no perfil bioquimico de micronutrientes; que nao
apresentassem alergia alimentar a oleaginosas; ndo fossem tabagistas e ndo estivessem no
periodo da menopausa; que ndo relatassem consumo regular de castanha-do-brasil e que nao

praticassem atividade fisica intensa.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Analise centesimal e de selénio nas castanhas-do-brasil

As castanhas utilizadas no protocolo de suplementacdo foram doadas pela empresa
Agropecudria Aruand S/A, localizada no municipio de Itacoatiara - AM. No dia 05/07/2007
foram recebidos 120 kg de castanhas, que foram selecionadas, pesadas e armazenadas em
embalagens individuais j& destinadas a cada participante do estudo. Foram embaladas a
vacuo e envoltas por papel aluminio sendo posteriormente armazenadas em freezer -20°C.
Retirou-se, dentre todas as castanhas, uma amostra aleatéria para determinagdo da
composi¢do centesimal e da concentragdo de selénio. A composicdo centesimal foi
determinada de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (umidade, lipideos e cinzas) e
da Association of Official Analyctical Chemists — AOAC (proteinas). As castanhas, apos
serem trituradas, foram liofilizadas e, pela diferencga de peso obtida antes e apds a liofilizacao,
determinou-se a umidade. Em seguida foram determinados os teores de lipideos totais,
proteinas, cinzas e carboidratos. A concentra¢do de selénio foi determinada pelo método de
espectrofotometria de absorgdo atdmica por geragdo de hidretos acoplados a cela de quartzo
(HGQTAAS) (GONZAGA, 2002). Amostras de castanha (cerca de 300 mg) foram
transferidas para tubos de micro Kjeldhal com a posterior adi¢do de 5 mL de acido nitrico
(HNO;) 68% P.A. (Merck®) para se proceder a digestio. Os tubos foram colocados em bloco

digestor com temperatura inicial de 50°C, a qual foi aumentada gradativamente até alcancar,
no maximo, 150°C. Apds a digestdo completa do material organico, as solugdes foram
reduzidas de Se (VI) para Se (IV), com o acréscimo de 5 mL de HCI 1,2 N (Merck®) e
aquecimento durante duas horas em até 100°C. Por fim, estas amostras foram diluidas para
100 mL de 4gua desionizada e submetidas a leitura. Para preparacdo da curva de calibragdao

foi utilizado Titrisol® - selenium standard solution 1000 mg/L — (Merck®™), o qual foi diluido
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em HNOs a 1%, nas concentragdes de 0; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 3,0; 5,0; 10,0; 15,0 ¢ 30,0 pg/mL.
Como padrao interno foi utilizado Wheat Flour Standard Reference Material 1567a (National
Institute of Standards & Technology — NIST), o qual foi submetido aos mesmos

procedimentos das amostras.

5.2. Avaliacdo Antropométrica

Dados de peso e de estatura das voluntarias foram aferidos com o intuito de obter o
IMC, que ¢ calculado dividindo-se o peso em quilogramas pela estatura em metros elevada ao
quadrado [IMC= peso (kg) / estatura (m)’]. Em ambas as fases da pesquisa esses dados foram
obtidos no momento da coleta de sangue. O peso foi obtido em balanca digital da marca
Filizola® com capacidade para 300 kg e precisdo de 100 gramas, com a paciente posicionada
no centro da plataforma, sem calgados e trajando roupas leves. A estatura foi avaliada com
estadiometro fixado na parede, graduado em centimetros, com esquadro movel para
posicionamento sobre a cabega da voluntaria que nesse momento estava descalga, em posigao

ereta, com os pés unidos e olhando para frente.

5.3. Avalia¢ao do Consumo Alimentar

O consumo alimentar das participantes do estudo foi avaliado através do método de
registro alimentar de trés dias ndo consecutivos, incluindo um dia de final de semana. Para
isto, todas receberam um caderno com instrucdes detalhadas sobre o preenchimento dos
registros, além de orientacdes orais durante a entrevista, € o entregaram no momento da coleta
de sangue. Todos os cadernos foram conferidos por nutricionista treinado no momento do

recebimento. Estes registros foram avaliados com o auxilio do Software NutWin, da Escola
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Paulista de Medicina/UNIFESP, que foi complementado com dados de selénio de alimentos

nacionais (FERREIRA et al., 2002).
5.4. Coleta de Materiais Bioldgicos

5.4.1. Sangue

A coleta de sangue nas duas fases da pesquisa foi realizada por auxiliares de
enfermagem do Ambulatério de Obesidade Morbida do HCFMUSP.  As voluntérias eram
orientadas a comparecer ao local em jejum de 8-12 horas. Cerca de 15 mL de sangue eram
coletados e transferidos para tubos apropriados contendo anticoagulante EDTA e 5 mL, para
tubos sem anticoagulante, para obtencdo do soro. O sangue era homogeneizado por inversao
e os tubos eram acondicionados em isopor com gelo. Imediatamente apds a coleta, duas
aliquotas de 250 pL de sangue total eram armazenadas em tubos do tipo “eppendorf”,
protegidos contra a luz, contendo uma solugio mista de DMSO (Merck™) e meio de cultura
RPMI (Sigma®) na propor¢io de 20:80 v/v, para realizagdo posterior do ensaio do cometa
alcalino. O restante do material bioldgico era transportado até as dependéncias do laboratorio
de Nutri¢do — Minerais da Faculdade de Ciéncias Farmacé€uticas para seu processamento e
armazenamento adequados. Depois de realizados os procedimentos, cada participante
recebeu um lanche.

O plasma foi separado do sangue total por centrifugacdo em 3000 x g durante 15
minutos em centrifuga refrigerada a 4°C (SORVALL® RC5C), extraido com pipeta
automatica, acondicionado em tubos de polipropileno desmineralizados e etiquetados, sendo a
seguir armazenados em ultrafreezer —80°C para andlise posterior. O soro foi obtido apds
centrifugacdo dos tubos em temperatura ambiente a 3000 x g durante 15 minutos, extraido e

armazenado de maneira idéntica as amostras de plasma. Para extragdo de DNA, aliquotas de
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I mL de sangue total foram acondicionadas em tubos autoclavados e armazenadas em
ultrafreezer.

A separagdo dos eritrécitos seguiu o método padronizado por WHITEHOUSE et al.
(1982): a massa eritrocitaria obtida do sangue total foi lavada trés vezes com 5 mL de solucao
fisiologica (NaCl 0,9%), homogeneizada lentamente por inversdo e centrifugada em 10000 x
g durante 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante desprezado. Apds a tltima centrifugagdo, a
solugdo fisioldgica foi descartada e os eritrocitos cuidadosamente extraidos com pipeta
automatica. ApoOs este procedimento, os eritrocitos foram acondicionados em tubos
desmineralizados, etiquetados e mantidos em ultrafreezer a — 80°C até o momento das

analises.

5.4.2. Urina e Unhas

Foram coletadas amostras aleatdrias de urina em frascos sem contaminantes e livres
de solventes organicos para analise dos niveis de excrecdo de 8-isoprostanos. Aliquotas
foram transferidas para tubos de ensaio e centrifugadas a 4°C, em 4000 x g durante 5 minutos,
para deposi¢cdo de eventuais materiais precipitados. Aliquotas de 1,5 mL do sobrenadante
foram acondicionadas em tubos de polipropileno contendo 15 pL. de butilhidroxitolueno
(BHT-Sigma®) 0,005% etanolico para que fosse evitada a oxidagdo das amostras. Amostras
de unhas foram coletas para determinacdo das concentragdes de selénio. As unhas dos dedos
das maos e dos pés foram coletadas e armazenadas em frascos plasticos, separadamente das
unhas dos héalux. Estas foram higienizadas com solu¢do detergente neutra a 5% (Extran-

® . ) .
Merck ™), enxaguadas no minimo 10 vezes com 4gua destilada e secas em estufa.
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5.4.3. Controle de Contaminacao

Visando a redu¢do da contaminacao por minerais, toda vidraria, frascos e recipientes
utilizados durante a andlise de selénio foram desmineralizados em banho de 4cido nitrico
(HNO3) a 20% por 12 horas e enxaguados dez vezes em agua ultrapura, secos em estufa de
aco inoxidavel e, por ultimo, foram armazenados adequadamente. Todos os materiais
utilizados na extracdo do DNA, na realizacdo do ensaio do cometa e na determinagdo do
polimorfismo Prol98Leu foram esterilizados em autoclave, a 120°C durante 20 minutos.
Imediatamente antes da preparagdo das reagdes de PCR todas as bancadas foram higienizadas

com alcool 70%, solugdo especifica para eliminacdo de DNAses e dgua ultrapura.

5.4.4. Reagentes e Controle da Metodologia de Andalise de Selénio e da

Genotipagem

Todos os reagentes utilizados nas andlises apresentaram grau pureza analitica (P.A.)
A 4gua utilizada no preparo das solugdes e diluicdes das amostras foi sempre ultrapura.

Para controle da metodologia de andlise de selénio, utilizou-se o material de
referéncia certificado Seronorm Serum para determinagdo plasmatica e Seronorm Whole
Blood para determinagdo eritrocitaria (Sero AS™). Estes foram preparados por digestio 4cida,
via umida em sistema aberto, diluidos em dgua ultrapura de maneira idéntica aquela adotada
para as amostras bioldgicas. Estabeleceu-se que uma andlise cujo material de referéncia
apresentasse uma recuperagao menor do que a indicada pelo fabricante seria desprezada e a
analise repetida.

Na determinagdo do polimorfismo foram utilizados trés tipos diferentes de controles
negativos em cada reagdo de PCR: (1) todos os reagentes, exceto DNA; (2) todos os
reagentes, exceto DNA e primer reverse; (3) todos os reagentes, exceto DNA e primer

forward.
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5.5. Analises Bioquimicas

5.5.1. Determinacio de Selénio no Plasma, nos Eritrocitos e nas Unhas

Para a andlise da concentracdo sanguinea de selénio, aliquotas de amostras de plasma
e de eritrocitos (cerca de 300 pL) foram transferidas para tubos de micro Kjeldhal com
posterior adicdo de 5 mL de 4cido nitrico 68% PA (Merck™). Os tubos foram colocados em
blocos digestores com temperatura inicial de 50°C que foi aumentada gradativamente até
alcangar 150°C. Apos a digestdo completa do material orgénico, cerca de 4-6 horas para o
plasma e de 7-14 horas para os eritrocitos, as solu¢des foram reduzidas de Se VI para Se IV
com o acréscimo de 5 mL de HCI 1,2 N (Merck®) e aquecimento durante duas horas em até
100°C. Por fim, estas amostras foram diluidas para 25 mL com agua ultrapura e submetidas a
leitura por espectrofotometria de absor¢do atomica por geragdo de hidretos acoplados a cela
de quartzo (HGQTAAS) (GONZAGA, 2002). As amostras de unhas coletadas apenas na fase
pré—suplementacao (por ser considerado um marcador de longo prazo do estado nutricional
relativo ao selénio) foram higienizadas com detergente neutro, secas em estufa ¢ pesadas. O
mesmo procedimento de digestdo por via umida acida adotado para plasma e eritrocitos foi
também utilizado para as unhas, durante cerca de 10-12 horas. As solugdes também foram
reduzidas de Se VI para Se IV com a adi¢dao de HCI 1,2 N e aquecimento. A mesma dilui¢ao
e 0 mesmo método de analise citados anteriormente foram utilizados. As concentragdes de

selénio no sangue e nas unhas foram expressos em pg/L e pug/g, respectivamente.

5.5.2. Analise da atividade eritrocitaria total da enzima glutationa peroxidase

A atividade total da GPx foi determinada nos eritrocitos que foram obtidos de acordo
com o exposto no item 5.4.1. A hemoglobina foi dosada no mesmo hemolisado comum as

dosagens da GPx (VAN ASSENDELFT, 1972). A andlise da atividade da GPx nos eritrocitos
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foi realizada com a utilizacio do kit Ransel (Randox™), em um analisador bioquimico
Lyasis®, baseada no consumo de NAPDH reduzida, numa rea¢io contendo glutationa
reduzida, glutationa redutase, lisado de células e perdxido de hidrogénio. A atividade da GPx

foi expressa em U/gHb.

5.5.3. Determinacido das concentracdes plasmaticas de TBARS (Substancias

Reativas ao Acido Tiobarbitarico)

Para este ensaio, triplicatas de 500 pL de plasma foram distribuidas em tubos de
ensaio. Em seguida, foram adicionados 200 uL de SDS 8,1% (GE Healthcare®), 1,5 mL de
acido acético 20% (pH 3,5) (Synth®), 1,5 mL de TBA (4cido tiobarbiturico) (0,8% p/v em
NaOH 0,05M) [Sigma®] e 600 uL de dgua ultrapura. As solugdes foram agitadas e levadas ao
banho-maria fervente por 60 minutos, seguida de resfriamento em banho de gelo. Foram
acrescentados 3,0 mL da mistura de n-butanol e piridina (15:1 v/v) [Merck™] ¢ 1 mL de 4gua
ultrapura, com posterior agitacdo. Apoés centrifugagdo a 4000 x g em temperatura ambiente,
aliquotas da fase superior foram coletadas e analisadas espectrofotometricamente em um
comprimento de onda de 532 nm. O tetrametoxipropano (TMP — Sigma®) foi utilizado como
padrdo externo e o nivel de peroxidos lipidicos foi expresso como pmol/L (OKAWA, OHISI

e YAGI, 1979; adaptado por ANDRADE WARTHA, 2007).

5.5.4. Determinacao das concentracdes urinarias de isoprostanos (8-iso PGF2a)
Este marcador foi determinado por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) com o kit
8-isoprostane EIA® (Cayman Chemical Co). Nio houve necessidade de purificagdo das
amostras de urina visto que diversos testes de dilui¢do resultaram em valores semelhantes

(diferenga < 20%). Foi seguido o protocolo de andlise fornecido pelo fabricante do kit. A
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leitura das placas foi feita em espectrofotometro com comprimento de onda de 410 nm e os
resultados calculados em ng/mmol de creatinina, também determinada nas mesmas amostras
de urina com o kit de Creatinina Cinética da empresa CELM®. O fundamento do método é
baseado na reacdo da creatinina com o picrato alcalino (reagdo de Jaff¢), a qual produz um

cromégeno vermelho que pode ser medido em espectrofotometro com luz visivel (500 nm).

5.5.5. Determinacio das concentracdes de lipideos séricos

Estes pardmetros foram analisados por métodos enzimaticos colorimétricos pelo
Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. O
colesterol contido na HDL foi determinado apos a precipitacdo das fragdes LDL e VLDL. As
fragdes LDL e VLDL foram calculadas a partir da equacdo de Friedewald, Levy e Fredrickson

(1972), onde: LDL-c =CT - (VLDL-c + HDL-c); VLDL-c = triacilglicerol/5.

5.5.6. Ensaio do cometa alcalino (eletroforese com gel/microgel de célula unica)

Aliquotas de 10uL de sangue total foram misturadas a 100uL de agarose de baixo
ponto de fusio (Sigma®) a 0,5% em tampdo PBS, homogeneizadas e transferidas para uma
lamina de microscopio ja tratada com uma camada de agarose a 1,5%. Em seguida, as
laminas foram transferidas para uma solucdo de lise (NaCl 2,5M, EDTA 100 mM, Base
Trizma 10 mM, DMSO 10%, N-laurilsarcosina 1%, pH 10 e Triton X-100 1%). Apos uma
hora as laminas foram lavadas trés vezes com 4gua ultrapura gelada durante 20 minutos e
imersas durante 20 minutos a 5°C em uma cuba de eletroforese horizontal com tampao
(NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH>13). A eletroforese foi realizada durante 20 minutos em
0.9 V/ecm a 5°C. Os cometas resultantes foram neutralizados com Tris 0,4 M trés vezes

durante 5 minutos, fixados com uma solu¢dao de acido tricloroacético, sulfato de zinco e
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glicerina, corados com solu¢do contendo carbonato de sodio, nitrato de amonia, acido
silicotungsténico, nitrato de prata e formaldeido, e finalizados com acido acético 1% (NADIN
et al., 2001; HININGER et al., 2004; ESPINDOLA et al., 2005). O comprimento total dos
cometas foi mensurado em microscopio com lentes objetivas de 20 X, acoplado a uma camera
de video e conectado a um sistema de analise de imagens. Cem células foram avaliadas em

cada lamina (Figura 2).

Figura 2 — Mensura¢dao do comprimento total dos cometas em pm (objetiva de 20X)

5.5.7. Determinacio da glicemia

A glicemia de jejum das participantes foi avaliada com a utiliza¢do do kit ACCU-

CHEK Advantage Pro (Roche®).
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5.5.8. Determinac¢iao do polimorfismo Pro198Leu no gene da enzima GPx 1

Isolaram-se amostras de DNA genomico a partir de sangue total, com a utilizagdo do
kit de extragdo Illustra Blood genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare®™) e as concentragdes
foram avaliadas em espectrofotdmetro Nanodrop® ND1000. O DNA foi utilizado como
molde para realizagdo de amplifica¢do por PCR (reagdo em cadeia da polimerase) utilizando-
se os seguintes primers para produzir fragmentos de aproximadamente 337 pb: FORWARD =
5’-TGCCCCTACGCAGGTACA-3’; REVERSE: 5-TCCCAAATGACAATGACACAG-3’,
baseados na sequéncia do gene que codifica para a GPx1 humana (ISHIDA ef al., 1987) e
flanqueando o polimorfismo Pro198Leu (HU, LI, DIAMOND, 2007). As condi¢des da PCR
foram: desnaturag@o inicial a 95°C por 3 minutos; seguida de 30 ciclos a 95°C por 30
segundos, 58°C por 60 segundos e 72°C por 60 segundos; com extensdo final a 72°C por 10
minutos. Cada amostra foi amplificada em triplicata de 25 pL cada. A mistura de PCR foi
preparada com concentragio final de cada primer de 0,4 uM (Invitrogen®), master mix 1X
(Fermentas®), 13,5-45 ng de DNA gendmico e 4gua ultrapura para completar o volume. Os
produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com
GelRed (Biotium®) e visualizados para confirmagdo da altura das bandas (Figura 3).
Posteriormente, as amostras foram purificadas com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega®), quantificadas em gel de agarose a 2%, com a utilizacio do padrio Low
DNA Mass Ladder (Invitrogen®) (Figura 4) e enviadas ao Centro de Estudos do Genoma
Humano do Instituto de Biologia da USP para sequenciamento. Estas reacdes foram
realizadas de acordo com o protocolo do sistema de analise de DNA MegaBACE 1000 (GE
Healthcare®), utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II
DNA Polimerase) codigo US81090. As sequéncias foram analisadas pelo software Sequence

Analyser utilizando o Base Caller Cimarron 3.12 (Figuras 5, 6 e 7).
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Figura 3 — Amplificagdo de DNA genomico com primers flanquadores do polimorfismo Pro198Leu
no gene que codifica para a enzima GPx1. Linha 1: Marcador de massa molecular (O’Gene Ruler —
Fermentas®), Linhas 2, 3 ¢ 4: produtos amplificados

Figura 4 — Quantificagdo dos produtos amplificados em gel de agarose 2%. Linha 1: Padrao de peso
molecular (Low DNA Mass Ladder — Invitrogen®™), Linhas 2 — 8: Amostras de DNA gendmico
amplificadas e purificadas. As intensidades das bandas, quando comparadas com aquelas do
padrao de peso molecular, indicam a concentragdo de DNA amplificado
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Figura 5 — Eletroferograma parcial representativo do alelo Pro/Pro

MMM

Figura 6 — Eletroferograma parcial representativo do alelo Pro/Leu

», ‘ il

Figura 7 — Eletroferograma parcial representativo do alelo Leu/Leu

N
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5.6. Analise Estatistica dos Dados

A analise estatistica foi realizada com o auxilio dos softwares Statistica versdo 8.0 e
SPSS versdo 13.0. Inicialmente todos os dados foram classificados como varidveis
dependentes considerando a populacdo total do estudo em suas duas fases. Foram testadas a
normalidade através do teste W de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade de variancia, com o
teste de Levene. Quando as varidveis apresentavam normalidade e homogeneidade utilizou-
se o teste t de Student para amostras paramétricas e, em caso contrario, o teste nao-
paramétrico de Wilcoxon. Nesta etapa, foi verificado se havia diferencas significativas entre
todas as varidveis nos periodos pré e pos-suplementagcdo com castanha-do-brasil. A seguir, os
dados foram separados de acordo com os genotipos relativos ao polimorfismo Prol198Leu.
Primeiramente individuos Pro/Leu e Leu/Leu foram agrupados devido ao niumero reduzido de
homozigotos. A homogeneidade de variancia foi testada por meio do teste de Brown-
Forsythe. Nestes casos, as varidveis foram classificadas como independentes e ambos os
testes t de Student e Mann-Whitney foram utilizados de acordo com a distribui¢do dos dados e
a presen¢a/auséncia de homogeneidade de varidncias. Agrupados desta maneira, os dados
foram testados na fase pré-suplementagdo, para verificar se havia diferencas entre os
genotipos; e também a fase pos foi comparada a fase pré-suplementacdo entre os diferentes
grupos de genotipos, para verificar os efeitos obtidos com a intervencdo. Ainda, os dados
também foram testados entre todos os gendtipos, ou seja, Pro/Pro x Pro/Leu x Leu/Leu, com o
teste de ANOVA ou Kruskal-Wallis em casos de varidveis paramétricas ou ndo-paramétricas,
respectivamente. Correlagdes lineares de Pearson ou Spearman foram calculadas também de
acordo com a presenca/auséncia de distribui¢do normal e homogeneidade de varidncia dos
dados. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado por meio do teste Qui-Quadrado, com a

utilizagdo da calculadora para marcadores bialélicos (RODRIGUEZ, GAUNT, DAY, 2009).
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O nivel de significancia de 5% foi adotado como padrdo. Quando este nivel apresentou-se
entre 6-10%, os resultados foram considerados marginalmente significativos.

Com o objetivo de descrever a relagdo entre aspectos de consumo alimentar e
caracteristicas bioquimicas independente da ingestdo de energia, os valores de ingestdo de
alguns nutrientes em ambas as fases foram ajustados ao valor energético. Este procedimento
foi realizado de acordo com o método residual (JAIME et al., 2003). Para isto, os valores de
ingestao destes nutrientes foram testados quanto a sua distribui¢do normal por meio do teste
de Kolmogorov-Smirnov. Foi determinada a correlacdo linear de Pearson para verificar se
havia correlagdo estatisticamente significativa entre os valores de ingestdo de cada nutriente e
de energia. Em seguida realizaram-se testes de regressdo linear simples, com a energia sendo
considerada a variavel independente e cada nutriente, as variaveis dependentes. Com o0s
valores de 0 e B1 determinaram-se os valores dos nutrientes estimados, residuais, constantes
e ajustados. Ao final, a média dos valores de ingestdo destes nutrientes em suas formas
ajustadas foi igual a média dos valores em suas formas brutas, e os desvios-padrdo dos
nutrientes ajustados foram reduzidos.

Os dados de ingestdo de selénio referentes a fase pré-suplementacdo foram
submetidos a adequacdo pelo método do ponto de corte da EAR (BEATON, 1994). Foi
testada a distribui¢do normal dos dados com o teste de Kolmogorov-Smirnov. Quando as
variaveis ndo apresentavam distribuicdo normal foram transformados em seus logaritmos
naturais. A seguir, realizou-se o teste de One-Way ANOVA para determinar as variabilidades
intra e interindividuais e a variancia total da distribui¢do. Em seguida, realizou-se a remog¢ao
da variabilidade intraindividual e a distribuicdo do nutriente ajustado. Para determinar a
prevaléncia de ingestdes inadequadas comparou-se o valor obtido de “z” a uma tabela de
distribuicdo normal padrdo em que para cada valor de “z” hd um valor de “P” correspondente,

o qual determina a porcentagem de inadequacao.
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6. RESULTADOS
6.1. Caracterizaciao da Populacio do Estudo

6.1.1. Estagio de vida e Indice de Massa Corporea

O estudo foi finalizado com a participacao de 37 voluntarias que apresentaram idade
média (+DP) de 34,5 + 6,8 anos em ambas as fases pré e pds-suplementagdo. Os valores
médios (=DP) de peso nas fases pré e pds-suplementacio foram, respectivamente, de 121,7 +
13,8 kg e 123,1 + 15,1 kg. De acordo com o teste t de Student para amostras dependentes,
houve diferenca marginalmente significativa entre as duas fases (p<0,08). A média (+xDP) de
estatura foi 1,60 + 0,1 m em ambas as fases. A partir destes dados foram calculados os
valores de IMC, os quais foram em média (£DP) 45,2 + 4,2 ¢ 45,7 + 4,3 nas fases pré e pos-
suplementagdo, respectivamente. A avaliagdo estatistica deste parametro também revelou
diferenga marginalmente significativa entre as duas etapas (p<0,09). A tabela 1 mostra os
valores de idade (anos), peso (kg), estatura (m) e IMC das voluntarias em ambas as fases.

Tabela 1 — Caracteristicas das participantes nas fases pré e pos — suplementacdo com
castanha-do-brasil

Dados Idade (anos) Peso (kg) Estatura (m) IMC

Fases' Pré Pos Pré Pés’ Pré Pos Pré Pés
Média 34,5 345  121,7  123,1 1,6 1,6 452 457
Mediana 35,5 350 1203 121,1 1,7 1,7 447 463
DP* 6,8 6,8 13,8 15,1 0,1 0,1 42 43
(% 19,6 19,6 11,4 12,3 43 43 9,2 9,5
V min® 20,0 200 986 1000 1,5 1,5 364 375
V max" 46,0 46,0 146,77 1518 1,8 1,8 52,0 535

* diferenca marginalmente significativa em relacdo a fase pré-suplementagio, teste t de Student (p<0,08)
** diferenca marginalmente significativa em relagdo a fase pré-suplementacao, teste t de Student (p<0,09)

1-n=37

a— DP: desvio padrao

b — CV: coeficiente de variagdo de Pearson
¢ — V min: valor minimo

d — V max: valor maximo
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6.2. Analise centesimal e de selénio nas castanhas-do-brasil

A composicdo centesimal e a concentracdo de selénio foram determinadas em uma

amostra aleatoria de castanhas-do-brasil antes do inicio do periodo de intervengdo. A

contribuicdo de cada macronutriente em relacdo ao valor calorico total das castanhas foi de

5,0%, 8,3% e 86,8% para carboidratos, proteinas e lipideos, respectivamente. A concentragdo

média (+DP) de selénio por grama de castanha foi de 58,1 + 3,0 nug. Cada castanha de

tamanho médio pesava cerca de 5 gramas,

aproximadamente 290,5 pg de selénio em cada unidade (Tabela 2).

resultando em uma quantidade de

Tabela 2 — Composi¢do centesimal e concentracdo de selénio determinadas nas castanhas-do-

brasil utilizadas na intervengao

Nutrientes Média = DP Calorias — (%) | Calorias/unidade
Carboidratos (g) 9,15 36,6 (5,0) 1,8
Proteinas (g) 15,14 £ 1,16 60,6 (8,3) 3,0
Lipideos (g) 70,71 £ 0,29 636,4 (86,8) 31,8
Umidade (%) 1,8 +0,19 -X- -X-
Cinzas (%) 3,20 £ 0,05 -X- -X-
Selénio (ug/g) 58,1 +3,0 -X- -X-
Selénio / 5 g (1 unidade) [pg] 290,5

6.3. Avaliacdo do Consumo Alimentar

Para avaliar a adequacdo na ingestdo de macronutrientes, de selénio e de outros

micronutrientes como vitaminas E e C, zinco, cobre, manganés, acidos graxos monosaturados,

poliinsaturados e saturados, as participantes do estudo preencheram registros alimentares de

trés dias, incluindo um dia de final de semana tanto na fase pré quanto na pos-suplementagao.
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A adesdo das participantes ao preenchimento dos registros foi de 100% nas duas fases do

estudo.

A tabela 3 mostra os resultados referentes a ingestdo de macronutrientes, energia e

acidos graxos nas duas fases da pesquisa, calculados com o software NutWin. Os valores de

ingestao de acidos graxos monosaturados, poliinsaturados e saturados foram ajustados pelo

valor de energia total, pois as varidveis apresentaram correlacdo significativa. Na tabela 4

estdo descritos os valores de ingestdo de selénio, vitamina C, vitamina E, zinco, cobre e

mangangés antes e apos a suplementagdo. Os valores de ingestio de selénio, vitamina E, zinco

e manganés também apresentaram correlacdo com a ingestdo energética e, foram, portanto,

ajustados em relagdo a este valor.

poliinsaturados e saturados, calculada através dos registros alimentares preenchidos nas fases

Tabela 3 — Distribui¢do de energia, macronutrientes, acidos graxos monosaturados,

pré e pos-suplementacao com castanha-do-brasil

Energia Carboidratos Proteinas Lipideos AGM* AGP* AGS*
Dados o o o (g/dia) (g/dia) (g/dia)
(keal) (%) (%) (%) o A %)
Fases' Pré Pos Pré Pés Pré Post Pré Pos Pré Pés Pré Pos Pré Pos
Média 279 283 156 142 26,1 269
2391,5 2287,5 52,7 51,0 15,7 18,0 31,6 31,0 ’ ’ > ’ ’ ’
(10,3) (10,5) (5,7) (53) (9.7) (10,1)
Mediana | , /25 53074 531 506 150 173 322 307 292 284 154 150 261 27.8
DP*
7273 9577 6,8 7,3 35 41 64 65 7,4 7,2 53 47 12 7,1
(0%
30,4 41,9 13,0 143 22,1 228 203 21,0 26,7 254 339 33,0 27,7 262
s C
W i 1326,1 930,2 349 38,3 87 124 192 20,0 6,6 132 55 1,5 5,6 13,3
cod
Vmaxt | 41374 54116 640 665 254 281 442 453 435 492 327 234 401 399
AGM: 4acidos graxos monosaturados; AGP: acidos graxos poliinsaturados; AGS: 4cidos graxos saturados.
* valores ajustados pela energia
Y Valores em relag¢@o a porcentagem total de lipideos
T diferenca estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementacgao, teste t de Student (p<0,01)
1-n=37
a— DP: desvio padrdo
b — CV: coeficiente de variacdo
¢ — V min: valor minimo
d — V max: valor maximo
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Tabela 4 — Valores de ingestao de selénio, vitamina C e E, zinco, cobre e mangangs,
calculados através dos registros alimentares preenchidos nas fases pré e pds-suplementacao
com castanha-do-brasil

Dados Selénio* Vit. C Vit. E* Zinco* Cobre Manganés*
(ng/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)

1
LT Pré Pos§ | Pré Pos | Pré Pést | Pré  Pés | Pré  Pés | Pré  Pés

Média
41,8 3352 1 997 879 | 103 78 109 11,6 1,3 1,3 2,5 2,5

Mediana
385 3360 | 744 597 9,8 72 | 105 116 1,1 1,2 2,5 2,6

DP*
12,2 128 | 736 674 5,9 3,1 2,6 2,6 0,5 0,6 1,0 0,8

cv®
29,1 3.8 739 76,7 | 572 395 | 241 223 | 398 48,0 | 390 338

V min¢
237 3126 | 192 8,0 0,1 2,2 6,2 6,0 0,5 0,5 1,0 0,5

V max*
81,9 3657 | 3189 2753 | 31,6 176 | 17,1 165 | 32 33 5.1 43

* valores ajustados pela energia
§ diferenca estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementagdo, teste t de Student (p=0,00)

1 diferenca estatisticamente significativa em relacdo a fase pré-suplementacao, teste t de Student (p<0,04)

1-n=37

a— DP: desvio padrdo

b — CV: coeficiente de variagao
¢ — V min: valor minimo

d — V max: valor maximo

Nas tabelas 5 e 6 estdo descritos os valores referentes a ingestdo de carboidratos,

proteinas, lipideos e acidos graxos monosaturados, poliinsaturados e saturados; selénio,

vitaminas C e E, zinco, cobre e manganés, separados de acordo com cada grupo de gendtipo.
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Tabela 5 — Valores de ingestao de carboidratos, proteinas, lipideos e acidos graxos
monosaturados, poliinsaturados e saturados, separados de acordos com os gendtipos e
calculados através dos registros alimentares preenchidos nas fases pré e pds-suplementagao.

Dados Carboidratos Proteinas Lipideos AGM* AGP* AGS*
(%) (%) (%) (g/dia) (g/dia) (g/dia)
Genotipos/
[ Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Poés Pré Pos
Pro/Pro 51,7 50,3 16,5 17,0 31,8 32,7 28,8 28,7 16,4 15,6 26,4 28,5
7968 Lan e [6n 6] ad 60|62 @ |6n @y
52,7 50,4 15,1 18,0% 32,2 31,6 26,5 279 13,9 12,1 26,3 25,3
Pro/Leu (5.9) (8.7)
’ ’ (2.4) (3,9) G59 6|7 (73 | B9 @9 65 (79
56,0 54,8 14,7 21,881 29,3 23,4'H 28,6 27,4 17,1 14,7 24,5 25,9
Leu/Leu (4.8) (3.8)
’ ’ (3.5) 3.1 78 2H 1649 363 14 @GN 166 33

AGM: acidos graxos monosaturados; AGP: acidos graxos poliinsaturados; AGS: acidos graxos saturados.

* valores ajustados pela energia

T diferenga estatisticamente significativa em relagio a fase pré-suplementagdo, teste t de Student (p<0,01)

§ diferenca marginalmente significativa em relagio a fase pré-suplementagio, teste t de Student (p<0,08)

i diferencga estatisticamente significativa em relagdo aos grupos Pro/Pro e Pro/Leu, ANOVA seguida de Duncan (p<0,02 e
p<0,05, respectivamente)

9| diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos grupos Pro/Pro e Pro/Leu, ANOVA seguida de Tukey (p<0,02 e
p<0,04, respectivamente).

Tabela 6 — Valores de ingestdo de selénio, vitaminas C e E, zinco, cobre e manganés,
separados de acordo com o genoétipo calculados através dos registros alimentares preenchidos
nas fases pré e pos-suplementagao

Dados Selénio* Vit. C Vit. E* Zinco* Cobre Manganés*
(ug/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)

Genotipos/
e Pré Pos® Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré Pos Pré  Pos
Pro/Pro | 444 3328 | 985 923 | 105 77 | 110 105 | 11 13 | 25 23
142) 27 ' w9 62| 63 60|29y en |o0s ©0n ]| o o
Pro/Leu | 380 3388 | 867 735 | 93 82 [ 110 124 | 14 15| 27 25
(103) 04 L' sg3y w2 | 579 6o |len en |oe ©on | ay ao
LewLeu | 43,1 3338 | 140 1126 | 128 69% | 100 13215 | 13 10 | 23 329
70 909 1760y 25 53 an a2 @5 | 0a 04 ] 05 04

* valores ajustados pela energia

§ diferenga estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementagio, teste t de Student (p=0,00)

** diferenca estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementacao, teste t de Student (p<0,03)

T diferenca estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementagio, teste t de Student (p<0,04)

1 diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Pro/Pro, ANOVA seguida de Duncan (p<0,04)

4| diferenca estatisticamente significativa em rela¢do aos grupos Pro/Pro e Pro/Leu, ANOVA seguida de Duncan (p<0,02 e
p<0,05, respectivamente).
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6.3.1. Valor Energético Total (VET)

Os valores médios (+DP) de VET dos registros alimentares preenchidos antes e
apds a suplementacdo com castanhas-do-brasil foram, respectivamente, 2.391,5 + 7273 e
2.287,5 +957,7 kcal (Figura 8).

De acordo com o Institute of Medicine, a EER (Necessidade Estimada de
Energia) pode ser determinada por meio da férmula: EER (kecal) = 354,1 — (6,91 x idade
[a]) + coeficiente de atividade fisica x (9,36 x peso [kg] + 726 x estatura [m]). Diferentes
equacdes foram desenvolvidas para individuos com peso normal e para aqueles com
sobrepeso, porém, devido ao fato destas serem relativamente semelhantes, recomenda-se que
a equagao para individuos de peso normal seja utilizada para todos os individuos (IOM,
2003).

Aplicando esta formula aos dados obtidos das participantes da pesquisa,
obtiveram-se os valores de 2.725,9 kcal/dia na fase pré e de 2.740,5 kcal/dia na fase pos-
suplementagdo. Para estes calculos foi utilizado um coeficiente de atividade fisica de 1.12,
considerado baixo. Comparando-se os valores obtidos através dos registros alimentares com
os valores de EER, verificou-se diferenca estatisticamente significativa entre as médias
(p<0,01). Entretanto, ndo houve diferenga significativa entre os valores médios de ingestao

de energia entre ambas as fases do estudo (Figura 8).
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Figura 8 — Valores médios de energia total obtidos dos registros alimentares e de EER
calculados de acordo com o recomendado pelo IOM (2003), nas fases pré e pos-
suplementagdo com castanha-do-brasil.

(*) significativamente diferente em relacdo ao VET.

6.3.2. Contribuicio de carboidratos, proteinas e lipideos em relaciao ao VET e

ingestao de acidos graxos monosaturados, poliinsaturados e saturados

Os percentuais de consumo de carboidratos, proteinas e lipideos em relagdo ao VET
antes a apds a suplementagdo com castanha-do-brasil foram de 52,7 e 51%; 15,7 e 18,0%; e
31,6 e 31,0%, respectivamente (Figura 9). Todos os valores estavam adequados as referéncias
preconizadas pelo IOM, ou seja, 45 a 65% do VET para carboidratos, 10 a 35% para proteinas
e, 20 a 35% para lipideos. Houve diferenga estatisticamente significativa entre as duas fases
apenas para os valores médios de proteinas (p<0,01).

Acidos graxos monosaturados responderam por 10,3 + 2,9% do percentual total de
lipideos na fase pré e por 10,5 + 3,0%, na fase pos-suplementagdo. Estes valores para os
acidos graxos poliinsaturados foram de 5,7 = 2,0% e de 5,3 + 1,8% antes ¢ apds a
suplementagdo, respectivamente. Ja o percentual médio de ingestdo de acidos graxos

saturados em relacdo a quantidade de lipideos totais foi de 9,7 +2,7% e 10,1 £ 2,9% nas fases
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pré e pos-suplementacao, respectivamente. Nao houve diferencas significativas entre as duas
fases. A Organizagdo Mundial da Satde (2003) recomenda que estes percentuais sejam
menores do que 10% para acidos graxos saturados, entre 6 e 10% para acidos graxos

poliinsaturados e, o restante, calculado por diferenca, para acidos graxos monosaturados.

6.3.3. Ingestio de selénio, vitaminas C e E, zinco, cobre e manganés

Os valores médios (+DP) de ingestao de selénio ajustados para a energia foram de
419 + 12,2 e 3352 + 12,8 pg/dia (p=0,00), nas fases pré e pods-suplementacio,
respectivamente (Figura 10). A partir dos valores ajustados pela energia foi calculada a
prevaléncia de ingestdes inadequadas na fase pré-suplementagdo, a qual foi de 60%. Caso as
variagOes intraindividuais ndao fossem excluidas, esse valor seria de 56%. Nao houve
diferencas no consumo de vitamina C nas fases pré e pds-suplementagdo tanto na avaliagdo
geral quanto quando os dados foram separados de acordo com os genétipos. Com relagdo a
vitamina E, a ingestdo na fase pos-suplementacdo foi significativamente menor em relagdo a
fase pré-suplementacdo (p<0,04). Quando a avaliagdo foi realizada de acordo com o
genotipo, esta diferenca ocorreu apenas no grupo Leu/Leu (p<0,03). A avalia¢do da ingestao
dos minerais zinco, cobre e manganés, quando realizada com todas as participantes agrupadas
ndo revelou diferengas apds o consumo das castanhas. No caso do zinco, houve um aumento
na ingestdo na fase pds-suplementacdo apenas no grupo Leu/Leu (p<0,04). O consumo deste
grupo foi também diferente daquele do grupo Pro/Pro apds a ingestdo da suplementagdo
(p<0,04). Ja com relacdo a ingestdo de manganés, houve diferengas apenas entre os grupos de
genotipos, sendo que naquelas Leu/Leu a ingestdo deste mineral foi superior em relacdo ao

grupo Pro/Pro (p<0,02) e ao grupo Pro/Leu (p<0,05) na fase pos-suplementacao.
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Figura 9 — Valores médios de consumo de carboidratos, proteinas e lipideos (%) em relagao
ao VET obtidos dos registros alimentares nas fases pré e pos-suplementagdo com castanha-
do-brasil.

(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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Figura 10 — Valores médios de consumo de selénio (ng/dia) obtidos dos registros alimentares
nas fases pré e pés-suplementacdo com castanha-do-brasil e ajustados em relagdo ao VET.

(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.

(**) os valores de ingestdo de selénio foram ajustados aos de energia, uma vez que houve
correlagdo positiva entre estas varidveis.
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6.4. Determinacio do polimorfismo Pro198Leu no gene da GPx1

Dentre as 37 participantes do estudo, 18 apresentaram gendtipo selvagem, ou seja,
eram homozigotas para prolina; 14 apresentaram o gendtipo heterozigoto prolina/leucina; e 5
eram carreadoras de dois alelos variantes, ou seja, eram homozigotas para leucina. Estes
dados estdo demonstrados na tabela 7. A prevaléncia dos gendtipos nesta subpopulagdo
estava de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg, o qual se refere ao principio do
equilibrio génico, ou seja, se nenhum fator evolutivo ocorrer em uma populacdo, as
frequéncias alélicas permanecerdo constantes ao passar das geragdes. As frequéncias
observadas foram aquelas citadas acima, e as esperadas foram 16,9; 16,2 e 3,9; com uma
frequéncia de variagdo alélica de 0,32 (X2=0,69; p=0,4).

Tabela 7 — Distribui¢ao do polimorfismo Pro198Leu no gene que codifica para a GPx1 entre
mulheres obesas morbidas submetidas a suplementagao com castanha-do-brasil

Genotipos — codon 198 da GPx1 n (%)
Pro/Pro 18 (48,7%)
Pro/Leu 14 (37,8%)
Leu/Leu 5 (13,5%)

Inicialmente os dados bioquimicos foram avaliados apenas considerando as
mudancgas observadas na fase pds em relagdao a fase pré-suplementacdo. Posteriormente, os
dados também foram analisados separadamente entre cada genoétipo, para observar os efeitos
da presenga de um ou dois alelos variantes sobre as concentragdes dos diversos parametros
avaliados na fase pré-suplementacdo isoladamente, ¢ também entre as duas fases. A seguir

serdo apresentados todos os resultados.
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6.5. Indicadores Bioquimicos

A tabela 8 resume os resultados referentes as concentragdes de selénio no plasma,
eritrocitos ¢ unhas, da atividade eritrocitaria total da GPx, das concentragoes de TBARS no
plasma e de 8-isoprostanos na urina, dos comprimentos dos cometas no sangue total e da
glicemia, em ambas as fases da pesquisa. A tabela 9 refere-se as concentragdes séricas de
colesterol total e fracdes também nas duas etapas do estudo.

A tabela 10 demonstra as concentracdes médias (=DP) de selénio no plasma e
eritrocitos, atividade eritrocitaria da GPx e de glicemia nas fases pré e pds-suplementagao,
separados por genotipos. A tabela 11 resume os valores médios (+DP) de TBARS plasmatico
e dos tamanhos dos cometas também em ambas as fases do estudo e separadas de acordo com
os genotipos. Por fim, a tabela 12 mostra os valores médios (+DP) das concentracdes séricas

de colesterol total e fracdes nas fases pré e pos-suplementacgdo, separados por genotipos.
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Tabela 8 — Concentracdes de selénio (Se) no plasma, eritrocitos e unhas; atividade eritrocitaria total da GPx; concentragdes de TBARS no
plasma; tamanho dos cometas e glicemia nas fases pré e pds-suplementacao.

Se no plasma .Se nos Se nas unhas . GP.X, c TBARS no 8-isoprostanos Tamanho dos Glicemia
Dados (ug/L) eritrocitos i) eritrocitaria plasma = ) (mg/dL)
Fasesm Maos/

Pré Pés* Pré Pés* Pés Halux Pré Pés' Pré  Pos' Pré Pés Pré Pés Pré Pés
Média 55,7 132,5 60,5 205,9 0,3 0,4 36,6 53,6 5,0 7,6 25,1 21,8 77,3 72,2 110,4 108,2
Mediana | 57,1 124,9 60,9 200,2 0,3 0,3 36,1 47,9 5,2 7,5 22,2 15,4 72,5 62,0 105,0 104,0
DP? 13,3 34,9 22,6 42,0 0,1 0,2 17,1 20,4 3,7 3,3 14,2 15,6 21,6 28,1 18,8 20,9
V min” 27,2 60,6 23,6 134,4 0,2 0,1 7,7 24,6 1,3 32 2,6 5,1 421 449 87,0 78,0
V max*© 71,5 2349 150,6 3475 0,5 0,9 95,6 127,4 22,1 13,3 74,1 75,0 137,9 159,6 168,0 191,0
cv 23,9 26,4 37,3 20,4 23,2 45,7 46,7 38,1 75,6 439 56,5 71,7 27,9 38,9 17,0 19,3

* diferenca estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementagao. teste de Wilcoxon (p=0,00)
t diferenca estatisticamente significativa em relagéo a fase pré-suplementacdo. teste t de Student (p=0,00)
1-n=37

2 — concentracdo de selénio: unhas das maos/pés n = 36; halux n = 34

a— DP: desvio padrdo

b — CV: coeficiente de variagdo

¢ — V min: valor minimo

d — V max: valor maximo

Valores de referéncia:

Selénio no plasma: 53 — 109 pg/L (Alegria et al., 1996); 70 pg/L (Néve, 1995); >84-100 ug/L (Thomson, 2004)
Selénio nos eritrocitos: 60 — 120 pg/L (Ortuilo, 1997); 149 — 250 pg/L (Pleban et al., 1982)

Glutationa peroxidase eritrocitaria: 27,5 — 73,6 U/gHb (indicado no kit de determinacao)

8-isoprostanos: 10 — 50 ng/mmol de creatinina (indicado no kit de determinagao)

Glicemia: niveis desejaveis = < 100 mg/dL (Sociedade Brasileira de Cardiologia)
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Tabela 9 — Concentracdes séricas de colesterol total e fracdes nas fases pré e pos —

suplementagdo
Dad COL Total HDL-c VLDL-c LDL-c TAG
ados
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Fases' | Pré Pés | Pré Pés* | Pré Pés | Pré  Pés | Pré  Pés

Média 171,0  175,5 37,6 44,5 19,6 21,7 114,0 109,3 | 110,3 108,6
Mediana | 167,0 174,0 | 35,0 41,0 18,0 21,0 111,0 109,0 | 91,0 105,0
DP* 27,8 26,6 13,6 13,4 9,4 8,3 29,6 22,8 87,9 41,5
Vmin® | 1230 1220 15,0 27,0 4,0 8,0 52,0 57,0 21,0 41,0
V max® | 223,0 231,0 75,0 78,0 40,0 45,0 168,0 154,0 | 553,0 223,0

cv* 16,2 15,2 36,1 30,1 47,9 38,3 26,0 20,9 79,7 38,2
* diferenca estatisticamente significativa em relagéo a fase pré-suplementagdo. teste t de Student (p<0,00001)

1 —-n=37

a— DP: desvio padrao

b — V min: valor minimo

¢ — V max: valor maximo

d — CV: coeficiente de variago

Valores desejaveis: Colesterol total (<190 mg/dL); HDL-c (>50 mg/dL); LDL-c (<160 mg/dL);
Triacilglicer6is (TAG) (<150 mg/dL). Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia.

Tabela 10 — Valores médios (=DP) de selénio no plasma e eritrécitos, da atividade
eritrocitaria da GPx e de glicemia nas fases pré e pos-suplementagdo, separados por genotipos

Dados Se no plasma | Se nos eritrdocitos | GPx eritrocitaria Glicemia
(ng/L) (ng/L) (U/gHb) (mg/dL)
Genotlplo o Pré Pos* Pré Pos* Pré Pos* Pré Pos
Fases
54,0 126,6 60,8 200,8 38,5 57,4 107,8 107,0
Pro/Pro
(12,1) (21,3) (18,5) (33,1) (18,0) (21,5) (15,5) (14,2)
55,2 134,4 65,0 207,3 33,0 51,7 108,5 107,3
Pro/Leu
(14,0) (404) (37,6) (39,5) (12,4) (19,7) (19,1) (27,6)
Leu/Leu 62,7 148,3 59,7 220,1 31,4 452 125,4 115,0
(16,0) (45,0) (23,1) (76,0) (19,6) (19,1) (25,6) (22,7)

* diferenca estatisticamente significativa em relacdo a fase pré-suplementagao:

Selénio no plasma: teste de Wilcoxon; Pro/Pro e Pro/Leu (p<0,001); Leu/Leu (p<0,05)

Selénio nos eritrocitos: teste t de Student; Pro/Pro e Pro/Leu (p=0,00); Leu/Leu (p<0,05)

GPx eritrocitaria: teste t de Student; Pro/Pro (p=0,00); Pro/Leu (p<0,00001); Leu/Leu (p<0,001)

1 —n = Pro/Pro (18); Pro/Leu (14); Leu/Leu (5)
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Tabela 11 — Valores médios (+DP) de TBARS plasmatico e dos comprimentos dos cometas
nas fases pré e pos-suplementagdo, separados por genotipos

TBARS no plasma 8-isoprostanos Tamanho dos cometas
Dados ot
(pmol/L) (ng/mmol creatinina) (pm)
Genotipos/ | - p, g Pos Pré Pos Pré Pos
Fases

Pro/Pro |51+:23 83430 |224+10,6 223+192 | 80,8+18,5 64,2+ 164*
Pro/Leu |s54.54 70+36%| 2614140 229+13,0 | 67,6243  68,5+21,7

Leu/Leu |33:23 74+39%|320+245 168+72 | 92,1+128 1114+463"

* diferenga estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementag@o:

TBARS no plasma: teste t de Student (p<0,00001)

Tamanho dos cometas (um): teste t de Student (p<0,005)

£ diferenca estatisticamente significativa em relacdo a fase pré-suplementacéo, teste de Wilcoxon (p<0,02)
Y diferenca estatisticamente significativa em relagio a fase pré-suplementagio, teste de Wilcoxon (p<0,05)
i diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo Pro/Pro, teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)

1 —n = Pro/Pro (18); Pro/Leu (14); Leu/Leu (5)

Tabela 12 — Valores médios (+DP) de colesterol sérico total e fracdes nas fases pré e pos-
suplementag¢do, separados por gendtipos

. COL Total HDL-c VLDL-c LDL-c TAG
ados
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Genotlplo s/ Pré Pos Pré Pos Pré Poés Pré Poés Pré Pos
Fases
Pro/Pro 173,2 178,3 40,2 44.8 25,2 223 113,5 1112 126,1 112,3
(23,8) (24,9) | (16,0) (15,6) | (23,00 (7,8) | (29.4) (20,1) | (114,6) (39,0)
i *
Pro/Leu 160,2 168,7 34,1 43,6 17,4 20,1 108,7 105,0 86,6 100,3
(28,7) (26,3) | 9,7 (10,2) | (10,1) (7,8) | BLY) (27,3) | (50,7)  (38,8)
193,0 184,2 38,4 45,8§ 242 23,8 130,4 114,6 119,8 118,4
Leu/Leu
(28.4) (34,5 1139 d5D ] O4  (12,3) ] (22,6) (20,6) | (46,5 (61,2

* diferencga estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementagao, teste t de Student:
HDL-c: Pro/Pro (p<0,04); Pro/Leu (p<0,0001)

1 diferenga estatisticamente significativa em relagdo a fase pré-suplementagdo (p<0,01)

§ diferenca marginalmente significativa em relacdo a fase pré-suplementagio (p<0,09)

1 —n = Pro/Pro (18); Pro/Leu (14); Leu/Leu (5)
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6.5.1. Concentracoes de selénio no plasma

Na fase pré-suplementacdo, a concentracdo média (=DP) de selénio no plasma das
participantes do estudo foi de 55,7 = 13,3 pg/L e, apdés o consumo de uma unidade de
castanha-do-brasil ao dia, este valor aumentou para 132,5 = 34,9 pg/L (p=0,00). Quando os
valores foram separados de acordo com os genoétipos, as concentracdes médias (=DP) foram
de 54,0 + 12,1 e 126,6 = 21,3 pg/L (p<0,001) para as voluntarias com genétipo Pro/Pro; de
55,2+ 14,0 e 134,4 +£ 40,4 pg/L (p<0,001) para aquelas Pro/Leu; e 62,7 +£ 16,0 e 148,3 + 45,0
pg/L (p<0,05) para as Leu/Leu. De acordo com os testes de diferencas de médias realizados,
houve diferenca estatisticamente significativa na fase pds em relacio a fase pré-
suplementagdo e quando as participantes foram separadas de acordo com os genotipos, esta
diferenca se manteve entre os grupos. Nao houve diferengas estatisticamente significativas
nas concentracdes de selénio no plasma entre os diferentes gendtipos na fase pré-

suplementagdo e também ap0s a suplementagdo. A figura 11 ilustra graficamente estes dados.
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Figura 11 — Concentragdes de selénio no plasma nas fases pré e pds-suplementacdo com
castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipo.
(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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6.5.2. Concentracoes de selénio nos eritrdocitos

As concentragdes médias (£DP) de selénio nos eritrocitos nas fases pré e pos-
suplementagdo com castanha-do-brasil foram, respectivamente, de 60,5 + 22,6 e 205,9 + 42,0
ug/L (p=0,00). Apo6s a separagdo dos dados de acordo com os gendtipos, estes valores foram
de 60,8 = 18,5 ¢ 200,8 + 33,1 ug/L (p=0,00) para o grupo Pro/Pro; de 65,0 + 37,6 ¢ 207,3 +
39,5 pg/L (p=0,00) para o gendtipo Pro/Leu; e de 59,7 + 23,1 e 220,1 + 76,0 pg/L (p<0,05)
para o grupo Leu/Leu. Houve diferenca estatisticamente significativa entre as fases pré e pos-
suplementagdo e também quando os dados foram separados de acordo com os gendtipos.

Entretanto, ndo houve diferencas entre os gendtipos. Estes dados estdo demonstrados na

figura 12.

300 -
* *
ES
~
= 200 {
)
3.
N
[©]
{55
O
g
S 100 -
[}
Q
=
o
@)
0

Geral Pro/Pro Pro/Leu Leu/Leu

O Pré-suplementagio @ Pés-Suplementacio

Figura 12 — Concentragdes de selénio nos eritrocitos nas fases pré e pos-suplementagdo com
castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipo.
(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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6.5.3. Atividade eritrocitaria total da GPx

Os valores médios (+DP) de atividade total da GPx nos eritrécitos foram de 36,6 +
17,1 e 53,6 + 20,4 U/gHb (p=0,00) nas fases pré e pds-suplementacdo, respectivamente.
Quando separados de acordo com o perfil dos gendtipos, os valores foram de 38,5 + 18,0 e
57,4 £ 21,5 U/gHb (p=0,00) para Pro/Pro; de 33,0 = 12,4 e 51,7 + 19,7 U/gHb (p<0,00001)
para Pro/Leu; e de 31,4 £ 19,6 e 45,2 = 19,1 U/gHb (p<0,001) para Leu/Leu. Diferencas
estatisticamente significativas ocorreram entre as fases pré e pds-suplementacdo e também
entre os dados separados de acordo com os genotipos. Quando os dados separados por
genotipos foram testados em suas formas brutas, ndo houve diferencas entre os trés grupos e
também quando o grupo Leu/Leu foi agrupado ao grupo Pro/Leu. Estes dados estdo
demonstrados na figura 13. O mesmo aconteceu quando estes valores foram normalizados em
relacdo a fase pré-suplementacdo, ndo ocorrendo diferenca estatisticamente significativa na

atividade eritrocitaria da GPx entre os grupos Pro/Pro e Pro/Leu.
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Figura 13 — Atividade eritrocitaria total da GPx nas fases pré e pds-suplementagdo com
castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipo.
(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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6.5.4. Concentracdes plasmaticas de TBARS

As concentracdes médias (+DP) de TBARS no plasma das participantes do estudo
foram de 5,0 £ 3,7 e 7,6 £ 3,3 umol/L (p=0,00) nas fases pré e pds-suplementacio,
respectivamente. Para os diferentes genotipos, estes valores foram de 5,1 £ 2,3 e 8,3 + 3,0
umol/L (p<0,00001) nas participantes Pro/Leu; de 5,4 = 5,4 ¢ 7,0 £ 3,6 pumol/L (p<0,05)
naquelas Pro/Leu; e de 3,3 + 2,3 ¢ 7,4 + 3,9 umol/L (p<0,05) nas voluntarias Leu/Leu. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre as fases pré e pos-suplementacdo e também
quando os dados foram separados de acordo com os genotipos. Os dados estdao demonstrados

na figura 14.
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Figura 14 — Concentragdes plasmaticas de TBARS nas fases pré e pos-suplementagdo com
castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipo.
(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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6.5.5. Concentracdes urinarias de 8-isoprostanos

As concentragdes médias (DP) de 8-isoprostanos nas amostras de urina nas fases
pré e pos-suplementagdo foram, respectivamente, 25,1 £ 14,2 e 21,8 £ 15,6 ng/mmol de
creatinina. Entre os diferentes genotipos estes valores foram de 22,4 + 10,6 e 22,3 + 19,2
ng/mmol de creatinina para as participantes Pro/Pro; de 26,1 £ 14,0 ¢ 22,9 £ 13,0 ng/mmol de
creatinina para aquelas Pro/Leu; e de 32,0 £ 24,5 e 16,8 £ 7,2 ng/mmol de creatinina para as

Leu/Leu. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas em nenhuma das

avaliagdes. Os dados estao demonstrados na figura 15.
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Figura 15 — Concentragdes urinarias de 8-isoprostanos nas fases pré e pos-suplementagao
com castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipo.
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6.5.6. Tamanhos dos cometas/avaliacio de danos em DNA

Os tamanhos médios (+DP) dos cometas nas fases pré e pos-suplementacdo com
castanha-do-brasil foram de 77,3 + 21,6 e 72,2 + 28,1 um, respectivamente. Quando os dados
foram separados de acordo com os perfis de genotipo, esses valores foram de 80,8 £ 18,5 e
64,2 £ 16,4 pm (p<0,005) para Pro/Pro; de 67,6 + 24,3 e 68,5 + 21,7 um para Pro/Leu; e de
92,1 £ 12,8 e 111,4 + 46,3 um para Leu/Leu. Para os dados referentes ao efeito geral da
suplementagdo, ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre as duas fases da
intervengdo. Apds a separacdo de acordo com o genotipo, ndo houve diferengas entre os
genotipos quando os grupos foram avaliados na fase pré-suplementagdo isoladamente.
Entretanto, houve reducdo significativa dos valores no grupo Pro/Pro, a qual ndo ocorreu nos
outros dois grupos de genétipos. O grupo Leu/Leu apresentou, no periodo pos-
suplementagdo, valores significativamente maiores em relacdo ao grupo Pro/Pro (p<0,05).
Ainda, ao se agrupar os gendtipos Pro/Leu e Leu/Leu, os valores médios (+DP) foram de 74,0
+ 24,2 ¢ 79,9 £ 39,6 um, nas fases pré e pds-suplementacdo, respectivamente. Neste caso, 0s
valores na fase pds-suplementacdo foram marginalmente maiores do que aqueles das
participantes com gendtipo Pro/Pro (p<0,10). Todos os dados estio demonstrados na figura

16.
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Figura 16 — Tamanho dos cometas (um) nas fases pré e pds-suplementacdo com castanha-do-
brasil; dados gerais e separados por genotipo.

(*) significativamente diferente em relagdo a fase pré-suplementacdo; (§ e T)
significativamente diferentes em relagao a Pro/Pro.

6.5.7. Glicemia

Os valores médios de glicemia obtidos nas fases pré e pos-suplementagdo com
castanha-do-brasil foram de, respectivamente, 110,4 + 18,8 ¢ 108,2 + 20,9 mg/dL. Nao foram
encontradas diferengas estatisticamente significativas entre ambas as fases, as quais também
ndo ocorreram quando os dados foram separados de acordo com os diferentes perfis de

genotipos.

6.5.8. Concentracoes de lipideos séricos

As concentragdes médias (xDP) de colesterol total no soro das participantes do
estudo foram de 171,0 = 28,8 e 175,5 £ 26,6 mg/dL nas fases pré e pos-suplementagao,
respectivamente. Considerando os diferentes genotipos, os mesmos valores foram de 173,2 +

23,8 e 178,3 £ 24,9 mg/dL para Pro/Pro; de 160,2 + 28,7 e 168,7 + 26,3 mg/dL (p<0,01) para
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Pro/Leu; e de 193,0 £ 284 e 184,2 + 34,5 mg/dL para Leu/Leu. Houve diferenca
estaticamente significativa apenas entre os valores obtidos na fase pos em relacdo a fase pré-
suplementagdo nas participantes heterozigotas.

Com relagdo ao HDL-c, os valores médios (+DP) nas fases pré e pos-suplementagio,
respectivamente, foram de 37,6 + 13,6 e 44,5 = 13,4 mg/dL (p<0,00001). Quando separados
de acordo com os genoétipos, estes valores foram de 40,2 + 16,0 e 44,8 £ 15,6 mg/dL para o
genotipo homozigoto para prolina (p<0,04); de 34,1 + 9,7 e 43,6 + 10,2 mg/dL para o
genotipo heterozigoto (p<0,0001); e de 38,4 £ 13,9 e 45,8 = 15,1 mg/dL para o genotipo
homozigoto para leucina (p<0,09).

Os valores médios (+DP) de LDL-c foram de 114,0 = 29,6 ¢ 109,3 + 22,8 mg/dL nas
fases pré e pos-suplementagdo, respectivamente. Estes valores, quando analisados de acordo
com os diferentes gendtipos, foram de 113,5 £ 29,4 ¢ 111,2 £ 20,1 mg/dL para Pro/Pro; de
108,7 £31,8 ¢ 105,0 + 27,3 mg/dL para Pro/Leu; e de 130,4 + 22,6 ¢ 114,6 + 20,6 mg/dL para
Leu/Leu.

As concentragdes médias (xDP) de VLDL-c nas fases pré e pods-suplementagdo
foram de 19,6 = 9,4 e 21,7 £ 8,3 mg/dL, respectivamente. Para os diferentes perfis de
genotipos, os mesmos valores foram de 25,2 + 23,0 e 22,3 + 7,8 mg/dL para Pro/Pro; de 17,4
+ 10,1 ¢ 20,1 £ 7,8 mg/dL para Pro/Leu; e de 24,2 + 9,4 ¢ 23,8 + 12,3 mg/dL para Leu/Leu.
Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre as fases pré e pos-suplementagao
quando avaliadas isoladamente e também quando analisadas de acordo com os diferentes
genotipos.

Igualmente, a andlise das concentragcdes séricas de triacilglicerdis também ndo
revelou diferengas estatisticamente significativas em ambas as andalises. Os valores médios
(xDP) observados foram de 110,3 = 87,9 e 108,6 = 41,5 mg/dL nas fases pré e pos-

suplementagdo, respectivamente. De acordo com os perfis de genotipo, as concentragdes
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foram de 126,1 += 114,6 e 112,3 + 39,0 mg/dL para Pro/Pro; de 86,6 + 50,7 ¢ 100,3 £+ 38,8

mg/dL para Pro/Leu; e de 119,8 £46,5 ¢ 118,4 + 61,2 mg/dL para Leu/Leu.

A seguir estdo representados graficamente os dados que apresentaram diferencas

estatisticamente significativas.
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Figura 17 — Concentragdes séricas de colesterol total nas fases pré e pos-suplementagdo com

castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipo.
(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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Figura 18 — Concentracdes séricas de HDL-c nas fases pré e pos-suplementagdo com

castanha-do-brasil, dados gerais e separados por genotipos.
(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.
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6.5.9. Determinacéo dos Indices de Castelli I e IT

Para avaliar o risco aterogénico, foram determinados os indices de Castelli I e 11
(CASTELLI, ABBOTT, McNAMARA, 1983). O primeiro refere-se a razdo entre as
concentragdes de colesterol total e HDL-c, e o segundo, a razdo entre LDL-c e HDL-c.

Os valores médios do indice de Castelli I foram de 5,0 + 1,8 e 4,2 + 1,1 nas fases pré
e pos-suplementagdo, respectivamente. Para o indice de Castelli II estes valores foram de 3,4
+ 1,7 ¢ 2,7+ 1,0. Para os dois indices houve diferenca estatisticamente significativa entre as
fases (p<0,0002 e p< 0,0004, respectivamente). Com relacdo ao indice de Castelli I, quando
separados por genotipos, os valores nas fases pré e pos-suplementacdo foram de 4,9 + 1,9 e
4,3 + 1,0 (p<0,07) para as participantes Pro/Pro; de 5,2 + 2,0 e 4,3 + 1,3 (p<0,0002) para
aqueles Pro/Leu; e de 5,7 = 2,7 e 4,3 £ 1,3 para as Leu/Leu. Esta mesma distribuicdo de
valores para o indice de Castelli II foi de 3,2 + 1,6 e 2,7+ 0,8 para Pro/Pro; de 3,6 £ 1,8 ¢ 2,7
+ 1,1 (p<0,0002) para Pro/Leu; e de 3,9 £ 2,2 ¢ 2,7 £ 1,1 (p<0,09) para Leu/Leu. Estes dados

estdo demonstrados graficamente nas figuras 19 e 20.
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Figura 19 — Indice de Castelli I (razdo colesterol total:HDL-c) nas fases pré e pos-
suplementagdo com castanha-do-brasil; dados gerais e separados por gendtipos.

(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.

Valor desejavel: <4,3 mg/dL (Castelli, Abbott, Mcnamara, 1983)
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Figura 20 — Indice de Castelli II (razdo LDL-c:HDL-c) nas fases pré e pos-suplementagio
com castanha-do-brasil; dados gerais e separados por genotipos.

(*) significativamente diferente em relacdo a fase pré-suplementacao.

Valor desejdvel: <2,9 mg/dL (Castelli, Abbott, Mcnamara, 1983)
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7. DISCUSSAO

Os objetivos estabelecidos neste trabalho podem ser separados de duas maneiras
distintas: (1) Avaliar o estado nutricional relativo ao selénio e o grau de estresse oxidativo em
mulheres obesas modrbidas e verificar a resposta destes pardmetros a suplementagdo com
castanha-do-brasil; (2) Avaliar as diferencas existentes entre os gendtipos relacionados ao
polimorfismo Prol98Leu no gene que codifica para a enzima GPx1, tanto na fase inicial,
quanto apds a suplementagao.

A avaliag¢do do estado nutricional relativo a micronutrientes ¢ marcada pela falta de
um biomarcador padrdo, de procedimentos totalmente aceitos para realizacdo das avaliagdes e
pela dificuldade de interpretacdo dos resultados obtidos. No caso do selénio, geralmente sdo
utilizados marcadores sanguineos, os quais refletem um estado nutricional de curto a médio
prazo e amostras de unhas e cabelos, que indicam exposi¢cdo ocorrida entre 6 e 12 meses
anteriores a avaliacdo. Neste estudo, utilizaram-se marcadores sanguineos e unhas, bem como
registro alimentar de trés dias para caracterizar o status de selénio das participantes. Na fase
inicial, ou seja, antes da suplementacdo, os resultados referentes aos primeiros objetivos
citados acima revelaram que 32,4% das participantes do estudo apresentaram concentragdes
reduzidas de selénio plasmatico quando comparadas aos valores de referéncia adotados por
Alegria et al. (1996), os quais variam entre 53 e 109 pg/L. Nos eritrécitos, a inadequagdo foi
de 43,2%. Entretanto, devido as varia¢des consideraveis existentes no status de selénio em
nivel mundial, ndo ha parametros de referéncia inteiramente aceitos como normais para estes
indices. Por exemplo, se o critério de adequacdo para selénio plasmatico preconizado por
Neve (1995), o qual ¢ de 70 pg/L, for utilizado para as comparagoes, 86,5% das participantes
deste estudo estavam deficientes em selénio na fase pré-suplementagdo. Ainda, quando

utilizado o ponto de corte de concentracao de selénio sérico ou plasmatico mais bem aceito,
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que ¢ o valor minimo necessario para a maximizagao da atividade da GPx plasmatica (>84-
100 pg/L), 100% das participantes apresentaram deficiéncia. Concentracdes de selénio
eritrocitdrio ou em sangue total seguem praticamente a mesma tendéncia dos valores
séricos/plasmaticos. E possivel, portanto, afirmar que a deficiéncia de selénio na fase inicial
do estudo foi elevada. Estes dados podem ainda ser confirmados pelas concentragdes
reduzidas de selénio encontradas nas unhas.

Quando ha deficiéncia do mineral, a atividade das enzimas dele dependentes pode ser
utilizada como pardmetro de avaliagdo, visto que ha reducdo de atividade nestes casos. De
acordo com os resultados da avaliagdo da atividade eritrocitaria total da GPx, 27% das
voluntarias apresentaram valores abaixo da referéncia, entretanto o valor méximo de atividade
ndo foi alcancado por 97,3% delas. Como esperado, houve correlagcdo estatisticamente
significativa entre as concentragdes de selénio nos eritrocitos e os valores de atividade
eritrocitaria total da enzima (r=0,4945, p<0,01).

Os dados relativos as concentragdes sanguineas de selénio e a atividade eritrocitaria
total da GPx estdo de acordo com trabalhos que demonstram que individuos obesos
apresentam estado nutricional deficiente com relagdo a micronutrientes e redugdo na atividade
de enzimas antioxidantes. Kimmons et al. (2006), observaram niveis significativamente mais
baixos de selénio sérico em individuos obesos e com sobrepeso em comparacao aqueles com
peso eutrofico. De maneira semelhante, Arnaud et al. (2006), verificaram concentragdes
séricas de selénio significativamente menores em mulheres francesas obesas no periodo pré-
menopausa em relacdo aquelas com peso eutrofico (= 84,5 £ 16,0 x 87,2 + 17,6 pg/L). Olusi
(2002), encontrou valores de atividade eritrocitaria total da GPx significativamente menores
em individuos que apresentavam superobesidade, obesidade grau III, grau Il e grau I (76,3 £
6,9; 80,8 + 7,2; 84,3 + 6,7; 90,0 £ 7,4 e 95,1 £ 3,6 U/gHDb, respectivamente) em relagao

aqueles com peso eutrofico (98,4 + 3,3 U/gHb). O IMC foi negativamente correlacionado

Cominetti, C.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP



Discussdao 74

com a atividade da enzima. Os valores médios (+xDP) de 36,6 = 17,1 U/gHb verificados na
fase pré-suplementagdo com castanha-do-brasil foram 48% menores do que aqueles
observados nos individuos com superobesidade. No presente estudo ndao se observou
correlacdo estatisticamente significativa entre os valores de IMC e a atividade da GPx (r=-
0,1161, p>0,5). Na literatura, o fato de individuos obesos apresentarem concentragdes de
selénio e atividade da GPx reduzidas normalmente ¢ atribuido a um possivel aumento nos
niveis de estresse oxidativo sist€émico e adipocito-especifico, o que poderia, por sua vez,
aumentar o catabolismo de nutrientes considerados antioxidantes.

No presente trabalho foram utilizados marcadores de avaliacdo do grau de estresse
oxidativo. O primeiro dentre eles, o MDA, ¢ um dos principais produtos resultantes da
peroxidagdo de acidos graxos poliinsaturados e existem trés mecanismos propostos para sua
formagao: (1) sob condigdes de estresse, o composto se originaria a partir de endoperoxidos
biciclicos gerados durante a biossintese de prostaglandinas; (2) ap6s formagdo sucessiva de
hidroperoéxidos e B-clivagem de cadeias de acidos graxos, o que gera hidroperoxialdeidos, o
MDA seria formado por B-cisdo ou (3) pela reacdo do radical acroleina final com o radical
hidroxil. Apesar de sua reatividade quimica baixa em condigdes fisioldgicas e pH neutro, o
MDA tem a capacidade de interagir com bases de acidos nucléicos e formar varios tipos de
adutos e também de criar ligagdes cruzadas entre as fitas da molécula de DNA, podendo
promover efeitos biologicos deletérios importantes. A toxicidade do MDA pode promover
mutagdes, as quais por sua vez, podem aumentar as chances de surgimento de cancer e,
também, esta diretamente relacionada a estabilidade cardiovascular (DEL RIO, STEWART,
PELLEGRINI, 2005). A metodologia mais empregada para avaliacdo dos niveis sanguineos
de MDA tem sido aquela em que se realiza sua condensagdo com o &cido tiobarbitlrico
(TBA), resultando na formagdo de compostos que podem ser facilmente avaliados por

espectrofotometria, que devem ser nomeados como substincias reativas ao acido
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tiobarbitarico (TBARS). Entretanto, a especificidade deste método vem sendo bastante
discutida, pois se sabe que o TBA pode reagir com iniumeras outras substancias derivadas da
oxidagdo. As variagOes consideraveis nos resultados obtidos com a utilizagdo desse método
sugerem a ocorréncia de oxidagcdo das amostras durante os ensaios. Por outro lado, essa
metodologia ainda é empregada em diversos estudos considerando sua praticidade e custos
reduzidos. Resultados positivos podem ser observados com a utilizacdo desta técnica
principalmente quando se avaliam diferengas entre individuos enfermos e saudaveis.

Devido a uma série de fatores peculiares, individuos obesos apresentam grau de
estresse oxidativo elevado quando comparados a individuos com peso eutréfico. De acordo
com o estudo de Ustundag et al. (2007), essa caracteristica ¢ encontrada desde a infancia.
Estes pesquisadores verificaram niveis plasmaticos de TBARS significativamente maiores em
criangas obesas quando comparadas com grupo controle de peso normal (1,20 £ 0,28 x 0,26 +
0,09 umol/L), além de atividade reduzida de enzimas antioxidantes. O mesmo padrao foi
observado por Mohn et al. (2005), sendo que pré-adolescentes com obesidade grave
apresentaram valores elevados de TBARS em particulas de LDL em comparacdo a seus
controles (0,90 = 0,31 x 0,45 + 0,24 nmol/mg). Esta particularidade ¢ demonstrada também
em adultos. Ozata et al. (2002), encontraram concentragdes significativamente maiores de
TBARS em eritrocitos de homens obesos em relagdo aqueles de peso normal (7,8 + 3,4 x 3,9
+ 0,9 umol/L), bem como valores reduzidos de atividade das enzimas GPx e SOD. A mesma
tendéncia foi verificada por Dandona et al. (2001), com individuos obesos apresentando
concentragdes plasmaticas de TBARS superiores quando comparados com controles de peso
eutrofico (1,7 = 0,2 x 1,3 £ 0,1 umol/L). No mesmo estudo citado anteriormente, Olusi
(2002) wverificou que conforme aumentava o grau de obesidade, maiores eram as
concentragdes plasmaticas de TBARS, ou seja: 2,5 £ 0,04; 2,8 £ 0,05; 4,3 £ 0,01; 4,8 = 0,15;

52 £ 0,18 e 5,3 £ 0,2 umol/L para peso eutrofico, obesidade grau I, grau II, grau III e
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superobesidade, respectivamente. Konukoglu et al. (2003), avaliaram este parametro entre
mulheres obesas normo e hipertensas no periodo pds-menopausa em comparagdo a controles
de peso eutréfico, também normo ou hipertensos. Os autores verificaram que as pacientes
obesas normotensas apresentaram concentragcdes plasmaticas de TBARS significativamente
maiores do que aquelas do grupo controle normotenso (7,2 £ 1,6 x 5,6 = 0,7 umol/L) e o
mesmo aconteceu com as mulheres obesas hipertensas em relacdo aos controles também
caracterizados como hipertensos (8,45 + 1,1 x 6,9 = 0,5 umol/L).

Os resultados obtidos com relagdo a este pardmetro no presente protocolo de estudo
foram semelhantes aqueles citados acima. Na fase pré-suplementacdo com castanha-do-
brasil, os valores médios (xDP) de TBARS plasmaticos foram de 5,0 £ 3,7 umol/L,
assemelhando-se aos encontrados em obesos grau III e superobesos, no estudo de Olusi
(2002). Estes valores foram também semelhantes aos observados em individuos portadores
de diabetes mellitus tipo II, os quais foram de 4,5 + 1,3 pumol/L comparados com 1,4 £+ 0,5
umol/L no grupo controle (TURK et al., 2002). Assemelharam-se também aqueles
encontrados por Su et al. (2008), em pacientes com glicose de jejum alterada e tolerancia a
glicose alterada (5,7 = 0,7 x 5,8 £ 0,7 umol/L, respectivamente) em comparagdo a individuos
com tolerancia normal a glicose (3,8 £ 0,6 pmol/L). Também se aproximaram dos resultados
obtidos no estudo de Inal, Kanbak, Sunal (2001), para o grupo na faixa etaria de 49 a 60 anos,
que foram de 4,4 £ 0,1 umol/L, significativamente maiores em relacdo aos grupos de faixa
etaria menor. Entretanto, no presente estudo ndo se verificaram correlagdes estatisticamente
significativas entre as concentragdes plasmaticas de TBARS x IMC (r=0,0152, p=0,929),
idade (r=0,0883, p=0,603) ou glicemia (r=-0,2304, p=0,17). Por outro lado, houve correlagao
positiva significativa com a atividade eritrocitaria total da GPx (r=0,4837, p<0,01), sugerindo

um mecanismo homeostatico compensatorio.
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Outro marcador de estresse oxidativo utilizado neste trabalho foi a excrec¢ao urinaria
de 8-isoprostanos. Isoprostanos s3o substancias semelhantes a prostaglandinas e sao
derivados da peroxidacdo do acido araquidonico, induzida por radicais livres e independente
de cicloxigenases. A descoberta da formacgdo destes compostos in vivo em seres humanos, na
década de 1990, foi de extrema importancia uma vez que atualmente estes sdo considerados a
medida mais confiavel para avaliar o grau de estresse oxidativo in vivo e, portanto, o papel do
estresse oxidativo na patogénese de doengas humanas. Comparada a outros biomarcadores, a
determinagdo das concentra¢des de isoprostanos apresenta diversas vantagens, pois estes sao
produtos especificos de peroxidagdo e quimicamente estdveis, sdo formados in vivo, estdo
presentes em quantidades detectaveis em diversos fluidos biologicos e, além disso, ndo sdo
afetados pelo conteudo de lipideos da alimentagdo. Na presenga de doengas relacionadas a
um grau maior de estresse oxidativo, como por exemplo, asma, cirrose hepatica, diabetes
mellitus, doenca de Alzheimer, doenca cardiovascular, assim como no tabagismo, a excre¢ao
de 8-isoprostanos ¢ elevada (MONTUSCHI, BARNES, ROBERTS II, 2004). Entretanto,
existem poucos relatos acerca dos niveis observados para individuos obesos quando
comparados a controles de peso eutréfico. Keaney et al. (2003), verificaram que o IMC ¢
significativamente correlacionado com a excre¢do urinaria de 8-isoprostanos. Block et al.
(2002), encontraram valores plasmaticos de 8-isoprostanos superiores em obesos grau II
quando comparados com individuos obesos grau I, com sobrepeso € com peso eutrofico.
Neste estudo também houve correlagdo positiva com os valores de IMC. No presente
trabalho, as concentragdes médias de 8-isoprostanos na urina estiveram de acordo com os
valores de referéncia (10-50 ng/mmol de creatinina). Apenas 8% das pacientes apresentaram
niveis superiores ao valor limitrofe. Também nao foi observada correlacdo significativa com
os valores de IMC, glicemia ou idade. Na fase pré-suplementacdo, verificou-se correlagao

negativa apenas com os valores de selénio no plasma (r= -0,3496, p<0,04), o que corrobora a
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afirmacao de que um status de deficiéncia de selénio estaria relacionado a um grau mais
elevado de estresse oxidativo.

Um terceiro marcador de estresse oxidativo utilizado foi o ensaio do cometa, ou
eletroforese com gel de célula tinica. Esta metodologia ¢ extensamente utilizada na avaliacao
de danos ao DNA. Em estudos nutricionais, particularmente, ¢ ideal na investigagdo dos
possiveis efeitos de nutrientes sobre danos em DNA. Entretanto, apesar de sua utilidade,
existem algumas limitagdes para a utilizagdo deste método. Um dos principais problemas
relaciona-se a falta de especificidade entre os valores de referéncia adotados por diferentes
pesquisadores. Existem algumas formas de expressar os resultados obtidos com este ensaio,
como por exemplo, comprimento total dos cometas, comprimento da “cauda” dos cometas,
porcentagem de fluorescéncia na “cauda” (%T), tail moment (calculado por meio da
multiplicagdo entre os dois ultimos métodos) e contagem (score) visual com utilizacdo de
escalas, que variam geralmente entre 0 e 4. Esta diversidade de formas de avaliacdo e
também as diferengas considerdveis existentes entre as técnicas utilizadas em diferentes
laboratorios, dificulta a comparagdo entre os resultados. Diferencas metodologicas, como por
exemplo, o periodo de tempo em que as laminas permanecem na solu¢do tampao alcalina e o
tempo de eletroforese sdo criticos, uma vez que estes sdo os principais determinantes da
migragdo dos cometas (COLLINS, 2004; MOLLER, 2006). Ainda, no caso especifico deste
trabalho, ndo foram encontrados na literatura trabalhos que avaliassem danos em DNA em
individuos obesos ou com sobrepeso.

Devido as dificuldades encontradas para comparagdo dos resultados, algumas
consideragdes sdo necessarias. Este ensaio foi realizado em amostras de sangue total,
considerando alguns fatores como quantidade necessaria de sangue para extragao de linfocitos
e o tempo demandado, além da necessidade de armazenamento das amostras. Linfocitos sao

propensos a danos oxidativos apds serem isolados e devem, portanto, ser usados
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imediatamente apOs a separagdao ou ser criopreservados em -196°C. De acordo com alguns
estudos, a determinacdo dos danos em DNA em amostras de sangue total ¢ totalmente
comparavel aquela realizada em linfécitos, além do fato de essas células poderem ser
armazenadas por periodos de tempo consideraveis (60 dias até 4 meses) apenas com a
utilizagcdo de criopreservante e meio de cultura (CHUAG, HU, 2004; HININGER et al.,
2004). Um fator que poderia afetar o sucesso do ensaio seria a presenca de células sanguineas
vermelhas, porém, estas tém suas membranas rompidas e sdo lisadas em um primeiro
momento, quando da imersdo das laminas na solugdo de lise e, posteriormente, durante a
realizacdo da eletroforese, onde aquelas remanescentes sdo completamente lisadas. Por fim,
uma limitagdo importante ¢ o nimero total e a propor¢ao de células sanguineas brancas, pois
estes podem variar de maneira importante de acordo com a presenca e o estagio de certas
doengas, bem como em tempo médio de vida e capacidade antioxidante. Portanto, discussao
mais importante neste caso, serd com relacdo aos efeitos exercidos pelo consumo das
castanhas-do-brasil sobre este marcador.

Além dos marcadores de estresse oxidativo utilizados, também foram determinadas
as concentracdes de colesterol total, LDL-c, HDL-c, VLDL-c e triacilglicerdis, com o intuito
de avaliar o risco cardiovascular das pacientes. Em comparacdo aos valores de referéncia
utilizados pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, 18,9% e 66,7% das voluntérias
apresentaram valores elevados de colesterol total e LDL-c, respectivamente. Com relagdo ao
HDL-c, 81,1% delas tinham valores abaixo de 50 mg/dL. Valores de triacilglicerdis
superiores a 150 mg/dL foram observados em 16,2% das participantes. Os indices de Castelli
I e II sdo utilizados para predizer o risco cardiovascular e sdo baseados nas razdes colesterol
total: HDL e LDL:HDL, respectivamente (CASTELLI, ABBOTT, McNAMARA, 1983). De
acordo com Ingelsson et al. (2007), a utilizacdo destes dois indices ¢ comparavel com aqueles

da razdo apoliproteina B:apoliproteina A-1 no que se refere a predi¢do do risco de doencas

Cominetti, C.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — USP



Discussao 80

cardiovasculares. Na primeira fase do estudo, 63,8% das participantes apresentaram valores
acima do considerado ideal para o indice de Castelli I (<4,3 mg/dL) e, para o indice de
Castelli II, valores elevados em relagcdo a referéncia (<2,9 mg/dL) foram encontrados em
66,7% delas. Os valores médios do primeiro indice se assemelharam aqueles observados por
Olusi (2002) em mulheres com obesidade grau III e superobesidade. Para o segundo indice,
os valores obtidos foram superiores aos de mulheres com IMC maior do que 50. Entretanto,
ambos os indices apresentaram valores menores quando comparados aqueles obtidos por
Konukoglu et al. (2003) em individuos obesos normo e hipertensivos e por Ozata et al. (2002)
em homens obesos. O indice de Castelli I se correlacionou negativamente com a atividade
eritrocitaria total da GPx (r=-0,3910, p<0,01) e positivamente com a ingestdo alimentar de
lipideos (r=0,3381, p<0,05). O mesmo padrao de correlagdes foi observado para o indice de
Castelli IT (r=-0,3974, p<0,02 para GPx e r=0,3273, p<0,06 para lipideos).

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo com
castanha-do-brasil sobre os parametros bioquimicos utilizados. As castanhas-do-brasil
utilizadas neste protocolo de pesquisa apresentaram concentragdo média (=DP) de selénio de
58,1 £ 3,0 pg/g. Cada unidade média pesava cerca de 5 g, o que totalizou aproximadamente
290,5 pg de selénio por castanha. Este valor ¢ bastante superior as recomendagdes didrias de
ingestao (RDAs), que sdo de 55 pg/dia (IOM, 2000). Entretanto, ndo ultrapassam os valores
superiores toleraveis de ingestdo (ULs), os quais poderiam promover riscos de toxicidade.
Além disso, a maior parte dos estudos de suplementacdo com selénio utiliza doses didrias de
200 pg. A concentracdo de selénio verificada nas castanhas utilizadas no protocolo ¢ também
superior & maioria daquelas encontradas em outros estudos. Por exemplo, Moodley, Kindness
e Jonnalagadda (2007), obtiveram concentragdes médias (+DP) de 36,1 £ 0,4 pg/g em
castanhas-do-brasil consumidas na Africa do Sul. Kannamkumarath et al. (2002),

encontraram concentra¢des diferentes de selénio entre castanhas-do-brasil com e sem casca.
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As primeiras apresentaram as maiores concentragdes do mineral (média + DPR), 35,1 £+ 3,2
ug/g, enquanto que naquelas sem casca os valores foram de 8,3 + 3,1 pg/g. Resultados
bastante semelhantes foram encontrados por Vonderheide et al. (2002): castanhas-do-brasil
com casca apresentaram concentragdes médias (DPR) de 35,0 = 5,0 ug/g e sem casca, de 8,0
+ 5,0 ug/g. Chang et al. (1995), avaliaram mais de 150 amostras de castanhas provenientes de
duas regides distintas do Brasil: Acre-Rondonia e Manaus-Belém. Nas primeiras, as
concentragdes médias (£DP) foram de 3,06 + 4,01 ug/g. Ja naquelas castanhas provenientes
da regido de Manaus-Belém, os valores foram de 36,0 + 50,0 pg/g. Estes ultimos dados,
considerando a variagdo dos valores médios, sdo os que mais se assemelham aos observados
no presente estudo. Provavelmente, o fato das castanhas serem provenientes da mesma
origem geografica do pais, considerada de solo rico em selénio, pode estar relacionado as
maiores concentracdes do mineral. Apenas um estudo identificou concentragdes de selénio
maiores em castanhas-do-brasil também provenientes da regido Amazonica brasileira. As
concentragdes médias foram de 126 pg/g (CHUNHIENG et al., 2004). Avaliagdes realizadas
no Brasil verificaram concentragdes médias de 5,8 pg/g (ROCHA, 2009), de 19,0 pg/g
(COUTINHO, 2003), de 40,0 e 43,0 ng/g (MARTENS e COZZOLINO, 2002) e de 169 ng/g
(BORTOLI, 2010).

O selénio apresenta-se nos alimentos de diversas formas, principalmente em produtos
vegetais, onde mais de 15 delas podem ser encontradas. A biodisponibilidade depende
inteiramente da forma quimica do mineral, sendo que, de maneira geral, os compostos
organicos como selenometionina, selenocisteina e compostos metilados de baixo peso
molecular sdo mais bem absorvidos do que os inorganicos como o selenito e o selenato. A
castanha-do-brasil, em comparagdo com outros alimentos de origem vegetal, pode ser
considerada boa fonte de proteinas. Devido ao fato de que durante a fase de crescimento dos

vegetais o selénio ¢ estocado nas sementes em detrimento das folhas, este mineral, quando
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presente particularmente em oleaginosas, pode apresentar-se de duas formas distintas: (1)
ligado firmemente a proteinas, na forma de selenoaminoacidos; ou (2) ligado de maneira mais
fraca, na forma de selenodisulfidos ou metilselenilsulfidos, os quais podem ser reduzidos
facilmente, liberando compostos de baixo peso molecular. De acordo com Kannamkumarath,
Wrobel, Wuilloud (2005), a maior parte do selénio presente na castanha-do-brasil apresenta-
se ligada firmemente a fracdo protéica, e, em concordancia com os resultados de
Kannamkumarath et al. (2002), Vonderheide et al. (2002) e Chunhieng et al. (2004), a
selenometionina ¢ a forma primdria de selénio incorporada a fragdo protéica desta castanha.
Esta ultima observac¢do tem importancia consideravel uma vez que a selenometionina pode
seguir diferentes rotas metabolicas. Ela pode, no lugar da metionina, se incorporar a
proteinas, em caso desta ser um fator limitante na alimentagdo. Pode também ser convertida
em selenocisteina pela via da transsulfuragdo e, posteriormente, converter-se em selenito de
hidrogénio. Neste caso, seguird a mesma rota do selenito que podera ser utilizado na sintese
das diversas selenoproteinas ou também ser metilado através de reacdes enzimaticas com
tidis-S-metiltransferases, gerando as formas monometiladas (metilselenol), dimetiladas
(dimetilselenito) e trimetiladas (trimetilselenonio). Por fim, através de reacdo enzimatica com
a metioninase, pode geral metilselenol. Apenas o selenito de hidrogénio proveniente da
conversao das diferentes formas de selénio, sera transformado em selenofosfato, numa reagao
mediada pela selonofosfato sintetase e, por fim, sera incorporado as selenoproteinas na forma
de selenocisteina, ou sera excretado (MEUILLET et al., 2004; LETAVAYOVA, VLCKOVA,
BROZMANOVA, 2006).

Conforme esperado, o consumo de uma unidade de castanha-do-brasil ao dia durante
dois meses foi suficiente para aumentar significativamente as concentragdes de selénio no
plasma e eritrocitos, bem como a atividade eritrocitaria total da enzima GPx em mulheres

obesas participantes do estudo. O aumento médio +DP observado nas concentragdes
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plasmaticas de selénio foi de 152,1 = 91,6% (22,0 — 397,5). Com relacdo a concentragao de
selénio nos eritrocitos, o aumento médio =DP foi de 278,0 + 174,8% (26,0 — 847,2). Para a
atividade eritrocitaria total da GPx estes valores foram de 66,0 + 74,9 % (10,6 — 480,2).

Thomson et al. (2008) verificaram aumento de 64,2% nas concentra¢des de selénio
plasmatico, de 8,3% na atividade plasmatica da GPx e de 13,2% na atividade da GPx em
sangue total com o fornecimento de duas castanhas-do-brasil por um periodo de trés meses
em individuos neozelandeses. Esses percentuais de aumento observados na fase pos-
suplementagdo com as castanhas foram significativamente superiores aqueles obtidos no
grupo suplementado com L-selenometionina ¢ no grupo que recebeu placebo. Quando
comparados aos resultados obtidos no presente estudo, estes valores foram notavelmente
menores, o que pode ser atribuido a concentracao de selénio presente nas castanhas utilizadas
por estes pesquisadores. O consumo de duas unidades de castanha forneceu em média 53 pg
do mineral, com uma variagao entre 20 ¢ 84 ug.

Outra caracteristica marcante da suplementagdo com castanha-do-brasil entre as
voluntarias com obesidade grau III foi o aumento dos niveis plasmaticos de TBARS. Com
excegdo de duas participantes, houve elevacao significativa nestes niveis, sendo o aumento
percentual médio =DP observado de 87,6 + 66,4% (-41,3 — 247,1). Diferentemente, Kocyigit,
Koylu e Keles (2006) verificaram efeito positivo do consumo de pistache durante trés
semanas na reducdo dos niveis plasmaticos de MDA em cerca de 20%. De maneira
semelhante, Jenkins et al. (2008) também observaram uma redugdo significativa de
aproximadamente 20% nas concentragdes de MDA sérico em individuos que consumiram
uma dieta enriquecida com améndoas durante um més.

Caracteristica peculiar de nozes e castanhas em geral é a porcentagem elevada de
lipideos. As castanhas-do-brasil utilizadas na suplementagdo apresentaram valores médios

+DP de lipideos de 70,7 + 0,3 g/100 g. Este valor ¢ semelhante aqueles verificados por
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Moodley, Kindness, Jonnalagadda (2007), os quais foram de 65,0 = 1,1 g/100 g; por Ramos,
Bora (2003), de 68,6 + 1,1 g/100 g; e aquele fornecido pelo USDA National Nutrient
Database for Standard Reference, que é de 66,4 g/100 g. Entretanto, ¢ consideravelmente
superior ao encontrado no estudo de Ryan et al. (2006), que foi de 60,8 = 1,1 g/100 g. Estes
autores também estudaram o perfil de acidos graxos de diversas nozes e verificaram que a
castanha-do-brasil apresentou a menor razao de insaturados:saturados em relagdo a noz pecan,
pistache, castanha de caju e pinhdo. Particularmente, a castanha-do-brasil foi a noz com
maior quantidade de dacidos graxos saturados, principalmente acido palmitico (C16) e
estearico (C18). Além disso, a quantidade de acidos graxos monoinsaturados, notadamente o
acido oléico (18:1), foi significativamente menor em relacdo as outras nozes. O percentual de
acidos graxos poliinsaturados, sobretudo o linoléico (18:2) foi semelhante ao observado para
noz pecan e pinhao e especialmente maior do que aquele de pistaches e castanhas de caju. O
fato de a castanha-do-brasil ser particularmente rica em 4cidos graxos saturados em
detrimento dos monoinsaturados e também rica em acidos graxos poliinsaturados poderia ter
contribuido para o aumento nos niveis plasmaticos de TBARS, visto que o MDA ¢é um
produto de peroxidacdo final principalmente de 4cidos graxos poliinsaturados. Entretanto, é
improvavel que o consumo de apenas uma unidade de castanha seja suficiente para fornecer
quantidades destes 4cidos graxos capazes de interferir nas concentragdes daquelas
substancias. Outro fator que pode ter exercido influéncia sobre este parametro foi o aumento
de peso marginalmente significativo observado na fase pds-suplementagdo. Entretanto, todas
as voluntarias do estudo foram orientadas a ndo alterar seus héabitos alimentares durante a
realizacdo do protocolo ¢ o VET de uma castanha-do-brasil ndo seria suficiente para
promover esta elevacdo. Além disso, as concentragdes de TBARS ndo se correlacionaram

com os valores de peso (r=-0,0353, p=0,836) e de IMC (r=-0,0720, p=0,672).
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Por outro lado, o perfil de acidos graxos das castanhas-do-brasil pode ter
influenciado os parametros lipidicos e, por consequéncia, os indices de Castelli I e II,
preditores do risco cardiovascular. Houve um aumento significativo nas concentragdes
séricas de HDL-c na fase pds-suplementacdo. O percentual médio +DP de aumento
observado foi de 22,9 & 24,2%. Apesar de as concentragdes séricas médias de colesterol total
e de LDL-c ndo terem sofrido alteragdes significativas entre as fases, o aumento observado
nas concentracdes de HDL-c foram suficientes para melhorar os indices de Castelli I e II, os
quais foram reduzidos em média 12,6 e 13,4%, respectivamente apds o consumo das
castanhas-do-brasil. A avaliagdo do consumo de 4acidos graxos monosaturados,
poliinsaturados e saturados ndo evidenciou diferencas entre as fases pré e pos-suplementacao.
Entretanto, ¢ importante destacar as limitagdes referentes a avaliacdo do consumo alimentar,
principalmente em individuos obesos, como por exemplo os sub-relatos extensamente
documentos na literatura, além das deficiéncias encontradas nas tabelas de composi¢ao
alimentar, ndo sendo possivel excluir completamente o efeito do perfil de acidos graxos das
castanhas na melhora dos parametros lipidicos séricos. Padrdes semelhantes de melhora no
perfil lipidico ja foram observados em trabalhos que utilizaram pistache (EDWARDS et al.,
1999; KOCYIGIT, KOYLU e KELES, 2006; SHERIDAN et al., 2007), noz macadamia
(GARG, BLAKE e WILLS, 2003) ou améndoas (JENKINS et al., 2002). Alguns estudos,
entretanto, ndo observaram aumentos significativos nas concentragdes de HDL-c com o
consumo de nozes (ROS et al., 2004) ou amendoim (ALPER e MATTES, 2003). Ainda,
existem alguns que observaram reducgdes nestes valores com o consumo de noz macadamia
(CURB et al., 2000; GRIEL et al., 2008). Strunz et al. (2008) ndo encontraram diferencas
significativas nas concentragdes de HDL-c ap6s o consumo de 45 g de castanha-do-brasil por
um periodo de quinze dias. Entretanto, estes autores verificaram uma recepcao

significativamente maior de ésteres de colesteril por parte das particulas de HDL, o que
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poderia influenciar ambos o metabolismo e a fun¢do desta lipoproteina no transporte reverso
de colesterol, facilitando a eliminacdo do colesterol na bile em detrimento de seu transporte e
deposito em artérias pelas lipoproteinas Apo—B, configurando, por consequéncia, um
mecanismo antiaterogénico.

A avaliagdo da ingestdo de outros nutrientes considerados antioxidantes, dentre eles,
as vitaminas C e E e os minerais zinco, cobre e manganés nao revelou diferengas importantes
entre as duas fases do estudo. Portanto, sugere-se que os efeitos observados podem, de
maneira geral, ser atribuidos exclusivamente ao conteido de selénio fornecido pelas
castanhas.

Apds o consumo das castanhas, ndo se observaram alteragdes significativas nos
valores de excrecdo urindria de 8-isoprostanos. Considerando sua superioridade como
marcador de estresse oxidativo e o fato de que os niveis ndo se alteram em resposta ao perfil
de lipideos da alimentagdo, ¢ possivel inferir que a suplementacdo com castanha-do-brasil
durante dois meses ndo foi suficiente para reduzir significativamente a excre¢do de 8-
isoprostanos nestas participantes, ainda que esta reducao tenha sido observada em 62% delas
e que os niveis médios observados estavam dentro da faixa normal recomendada.

Os resultados referentes ao ensaio do cometa ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre as duas fases do estudo (77,3 £ 21,6 um x 72,2 + 28,1
um, p=0,1295). Entretanto, observou-se correlacdo negativa marginal entre os tamanhos dos
cometas e a atividade eritrocitaria total da GPx (r=-0,3052, p<0,07).

Um dos principais objetivos do trabalho foi analisar a resposta de todos os
parametros avaliados a suplementagdo com castanha-do-brasil, relacionando-os ao
polimorfismo Pro198Leu no gene que codifica para a GPx1. Inicialmente, com relacdo a
prevaléncia deste polimorfismo, os dados obtidos foram bastante semelhantes aqueles

observados por Forsberg, De Faire ¢ Morgenstern (1999), por Fosberg et al. (2000) e por
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Ravn-Haren et al. (2006), com algumas pequenas diferengas no percentual de individuos
homozigotos para a variante. Foram, entretanto, diferentes daqueles observados por Kuzuya
et al. (2008) e Lei et al. (2009), os quais verificaram prevaléncia muito menor do alelo
variante. Os dois primeiros estudos ndo verificaram diferengas significativas na atividade da
enzima GPx entre os diferentes genotipos. Ja Ravn-Haren et al. (2006), observaram uma
reducdo de 5% na atividade da enzima para cada copia adicional do alelo variante, em
mulheres com cancer de mama e em controles saudaveis. Células de cancer de mama que
expressaram o alelo variante apresentaram resposta menor a estimulacdo da atividade da
GPx1 observada durante a suplementacdo com selénio, em comparacdo ao alelo selvagem.
Lei et al. (2009), verificaram que individuos heterozigotos em conjunto com os homozigotos
para a variante apresentavam risco 123% maior de desenvolver a doenca de Keshan quando
comparados aos homozigotos selvagens. Além disso, a frequéncia de alelos variantes foi
maior nos pacientes residentes nas areas endémicas do que nos controles externos e, a
frequéncia destes alelos foi menor a medida que a concentracdo sanguinea de selénio foi mais
elevada. Quando comparados aos individuos homozigotos selvagens, aqueles heterozigotos
ou homozigotos para a variante também apresentaram atividade da GPx1 e concentracdes de
selénio significativamente menores. A atividade da GPx1 foi significativamente maior em
cardiomidcitos transfectados com o alelo selvagem e estes também foram mais responsivos a
suplementag@o com selénio do que aqueles que continham o alelo variante.

No presente trabalho, ndo foram verificadas diferencas estatisticamente significativas
nas concentragdes sanguineas de selénio e na atividade eritrocitaria total da GPx entre os
diferentes genoétipos, tanto na fase pré quanto na fase pos-suplementagdo. Entretanto, as
participantes que tiveram pelo menos um alelo variante apresentaram atividade da GPx 16,4%

menor do que as homozigotas selvagens na fase pré-suplementagdo. Apds o consumo das
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castanhas-do-brasil, os valores da atividade da GPx foram 15,5% menores nas participantes
que apresentaram alelos variantes.

Jablosnka et al. (2009), também ndo observaram diferencas significativas entre as
concentragdes de selénio plasmatico e a atividade da GPx1 entre os diferentes gendtipos
relacionados ao polimorfismo Prol98Leu em individuos sauddveis.  Estes autores
verificaram, entretanto, que a associacdo destes parametros com o polimorfismo ndo foi a
mesma entre os diferentes alelos. A atividade da GPx1 se correlacionou positivamente com
as concentragdes de selénio em individuos carreadores do alelo selvagem (r=0,44, p<0,001),
porém o mesmo nio ocorreu naqueles individuos homozigotos para a variante (r=0,25,
p=0,45). Concluiu-se, a partir deste estudo, que o referido polimorfismo apresenta
importancia organica funcional, a qual é relacionada com respostas distintas da atividade da
GPx1 ao suprimento de selénio, sendo que individuos carreadores de alelos variantes
apresentam niveis reduzidos de atividade enzimética quando comparados a individuos com
genotipo selvagem.

No presente estudo, também foram observadas tais diferencas entre os genotipos,
porém, relacionadas a associac¢do da atividade da GPx com as concentragdes eritrocitarias de
selénio, tanto antes quanto apos a suplementacdo com castanha-do-brasil. Nas participantes
com geno6tipo Pro/Pro observou-se correlagdo positiva daqueles marcadores (r=0,5965,
p<0,01; r=0,4291, p<0,08) nas fases pré e pds-suplementacdo, respectivamente. Para as
voluntarias carreadoras de alelos variantes, nao houve esta interagdo (r=0,4386, p=0,117 e r=-
0,2082, p=0,475 para Pro/Leu); (r=0,6240, p=0,261 e r=-0,5303, p=0,358 para Leu/Leu) nas
duas fases respectivas. Mesmo considerando o tamanho amostral reduzido, estes resultados
estdo de acordo com aqueles evidenciados pelos autores citados anteriormente. Estes dados,

considerados em conjunto, sugerem um direcionamento alterado do mineral para a sintese de
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selenoproteinas em individuos que apresentam pelo menos um alelo variante com relacao a
este polimorfismo.

Outros parametros bioquimicos analisados como concentragdes plasmaticas de
TBARS e perfil lipidico sérico foram consideravelmente influenciados pela suplementacao
com castanhas-do-brasil, conforme observado anteriormente. Entretanto, estas alteragdes nao
foram relacionadas aos genétipos, uma vez que ndo houve diferencas naqueles marcadores
quando avaliados entre cada perfil de gendtipo. Por outro lado, os resultados obtidos no
ensaio do cometa foram significativamente diferentes entre os gendtipos. Participantes
homozigotas para o alelo selvagem apresentaram reducdo no indice de danos em DNA, o que
ndo ocorreu naquelas carreadoras de um ou dois alelos variantes. Além disso, estas ultimas
apresentaram valores de danos significativamente maiores em relagdo as homozigotas
selvagens. Este fato também foi observado quando estas participantes foram agrupadas
aquelas com gendtipo heterozigoto. Estes resultados podem estar relacionados ao mecanismo
antioxidante, considerando a atividade reduzida da GPx nas voluntarias carreadoras de um ou
dois alelos variantes. Ainda, nas participantes homozigotas para a variante, os valores de
danos em DNA se correlacionaram negativamente com a atividade da GPx na fase pos-
suplementagdo (r=-0,9379, p<0,02), o que ndo ocorreu naquelas heterozigotas (r=-0,0348,

p=0,906) e nas homozigotas selvagens (r=-0,2086, p=0,406).
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8. CONCLUSOES

Inicialmente, a compara¢ao dos dados obtidos com aqueles da literatura cientifica
permite concluir que individuos com obesidade morbida apresentam niveis elevados de
estresse oxidativo, bem como um status de deficiéncia de selénio. Considerados em conjunto
e cautelosamente avaliados, todos os dados apresentados sugerem um efeito benéfico do
consumo de castanha-do-brasil como fonte de selénio. Apesar do aumento observado nos
valores plasmaticos de TBARS, a suplementacdo também promoveu efeitos benéficos em
outros marcadores e ndo alterou as concentra¢des urinarias de 8-isoprostanos. Demonstrou-se
também a influéncia do polimorfismo Pro198Leu no gene que codifica para a GPx1 sobre as
concentragdes sanguineas de selénio e a atividade eritrocitaria total da GPx. Pode-se concluir
que hd uma interagdo entre este polimorfismo e o status de selénio, bem como dos niveis
antioxidantes. Estes ultimos podem estar também associados a presenca de maiores danos em
DNA naquelas participantes com alelos variantes.

Apesar de algumas limitagdes, principalmente relacionadas ao tamanho amostral,
este estudo foi bem controlado, o que permite concluir que os resultados sao
consideravelmente significantes. De forma semelhante a outros estudos da érea de
nutrigenética, os resultados ndo podem ser generalizados para outras populagdes, visto que
diferengas raciais e étnicas relacionadas ao estilo de vida podem exercer influéncia sobre
estes. Certamente, estudos com maior nlimero de participantes sdo necessarios para confirmar

os dados obtidos no presente estudo.
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10. ANEXOS OBRIGATORIOS

1. Cépia do documento: Informagdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado;

2. Parecer dos Comités de Etica em Pesquisa;

3. Curriculo Lattes;

4. Ficha de Aluno atualizada, emitida pelo FenixWeb.
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Secretaria de Pés-Graduacéo

Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras de
Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacao oral do seu trabalho, com duracao
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador
dispora, no maximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
o0 tema do trabalho apresentado, e o candidato dispora de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arguicdo na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessao de defesa sera aberta ao publico.

4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunira reservadamente e expressard na ata (relatério de defesa) a aprovagdo ou
reprovacdo do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguicao.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Serd considerado aprovado o aluno que obtiver aprovacdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pds-
Graduacdo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Sao Paulo, 18 de marc¢o de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Oficio CEP n° 60/2007

Sao Paulo, 08 de maio de 2007.

\lmo(a). Sr(a).

Cristiane Cominetti

Orientador Profa. Silvia M. Franciscato Cozzolino
FBA

Prezado(a) Senhor(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da ECF/USP, em reunido realizada
em 26 de margo de 2007, APROVOU o projeto “Efeitos da suplementagido com
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K) sobre o estresse oxidativo em
mulheres obesas & sua relagio com O polimorfismo Pro198Leu no gene da
glutationa peroxidase 1" (Protocolo CEP n° 409) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que apos a execugdo de 50% do cronograma do
projeto, devera ser apresentado um relatério parcial, de acordo com © Artigo 18 -
item C, da Portaria FCF-11 1197,

Atenciosamente,

-

a Profa. Dra. Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Etica Pesquisa
FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, n* 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-800 - Sac Paulo - 5P
Fone / Fax: (11) 3091-3677 - e-mall: cepfcf@usp.br




APROVACAO

A Comissdo de Efica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
da Universidade de S&o Paulo, em sess&o de 30/01/2008, APROVOU o Protocolo de
Pesquisa n® 0897/07, infitulado: "EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM CASTANHA-DO-
BRASIL (BERTHOLLETIA EXCELSA H.B.K.) SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO EM MULHERES
OBESAS E SUA RELAGAO COM O POLIMORFISMO PRO198LEU NO GENE DA GLUTATIONA
PEROXIDASE 1" apresentade pelo Departamento de GASTROENTEROLOGIA, inclusive o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar & CAPPesq, os
relatérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselho Nacional de Satde
n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, letra "c").

Pesquisador (a} Responsavel: Arthur Belarmino Garrido Junior

a

Pesquisador (a) Executante: Cristiane Cominetii

CAPPesq, 12 de Fevereiro de 2008

G

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do Hospilal das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo -
SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@henet.usp.br/ secretariacappesq2@hcnet.usp.br
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Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Cristiane Cominetti

Filiacdo Pedro Cominetti e Maria lvone Cominetti
Nascimento 25/11/1980 - Pinhalzinho/SC - Brasil

Carteira de Identidade 3290744 SSP - SC - 27/08/1998
CPF 02770387901

Endereco residencial Av. Escola Politécnica, 4600
Rio Pequeno - Sao Paulo
05350-000, SP - Brasil
Telefone: 11 35780155

Endereco profissional Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental
Av. Professor Lineu Prestes, 580
Cidade Universitaria - Sao Paulo
05508-900, SP - Brasil
Telefone: 11 30913625

Endereco eletronico
e-mail para contato : ccominet@usp.br
e-mail alternativo : ccominetti@yahoo.com

Formacgéo Académical/Titulagao

2006 Doutorado em Ciéncias dos Alimentos.
Universidade de S&o Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Efeitos da suplementacdo com castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.)
sobre o estresse oxidativo em mulheres obesas e sua relagdo com o polimorfismo
Pro198Leu no gene da glutationa peroxidase 1
Orientador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Bolsista do(a): Coordenacao de Aperfeigoamento de Pessoal de Nivel Superior

2004 - 2006 Mestrado em Ciéncias dos Alimentos.
Universidade de Séo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Avaliacdo do Estado Nutricional Relativo ao Zinco de Pacientes Submetidos a
Cirurgia Bariatrica (Gastroplastia com Derivagdo em Y de Roux), Ano de obtengdo: 2006
Orientador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

1999 - 2002 Graduacado em Nutricao.
Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO, Guarapuava, Brasil
Formacao complementar

2008 - 2008 Curso de curta duragdo em Bioestatitica (M6dulo Basico).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

2008 - 2008 Extensédo universitaria em PCR: Planejamento e Otimizacgao.
Instituto de Ciéncias Biomédicas IV, ICB 1V, Brasil

2008 - 2008 Extensdo universitaria em Fundamentos Tedricos dos Métodos de Biologia Molecular
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2008 - 2008

2007 - 2007

2005 - 2005

2002 - 2002

2002 - 2002

2001 - 2001

Aplicados a Pesquisa e ao Diagnéstico Clinico.
Instituto de Ciéncias Biomédicas IV, ICB 1V, Brasil

Curso de curta duracao em Bioestatistica (M6dulo Avanc¢ado).
Universidade de Séo Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duracdo em Aplicacdes da Bioestatistica em Estudos de Nutrica.
Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo, SBAN, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Biologia Molecular Aplicada a Nutri¢&o.
Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo, SBAN, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Obesidade na Pratica do Consultorio.
Universidade do Vale do Itajai, UNIVALI, Itajai, Brasil

Curso de curta duragcao em Avaliagdo da Composicéo Corporal Aplicada a Clinic.
Universidade do Vale do Itajai, UNIVALLI, Itajai, Brasil

Extensdo universitaria em Avaliacdo e Educacdo Nutricional da Populacéo de G.
Universidade Estadual do Centro-Oeste, UNICENTRO, Guarapuava, Brasil

Atuacéao profissional

1. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional

2006 - Atual Vinculo: Pesquisa e desenvolvimento , Enquadramento funcional:
Doutoranda , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacéo Exclusiva
2005 - 2005 Vinculo: Estagiario , Enquadramento funcional: Monitor , Carga horaria: 6,

Regime: Parcial

Atividades

07/2009 - 07/2009 Poés-graduacdo, Interunidades em Nutricdo Humana Aplicada

04/2009 - 04/2009 Graduacéao, Graduacdo em Farmacia

04/2008 - 04/2008 Graduacdo, Graduacao em Farmacia

03/2008 - 03/2008 Pos-graduacéo, Curso de Pds-Graduacdo em Nutricdo e Saude Publica
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10/2006 - 10/2006 Pds-graduacgédo, Curso de Pos-Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos

02/2006 - Atual  Projetos de pesquisa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

08/2005 - 12/2005 Estagio, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

2. Universidade Estadual do Centro-Oeste - UNICENTRO
Vinculo institucional

2000 - 2002 Vinculo: Outro , Enquadramento funcional: Estagiario , Carga horaria: 20,
Regime: Parcial

Atividades

07/2000 - 07/2002 Estagio

Projetos

2006 - Atual Efeitos da suplementacdo com castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre o
estresse oxidativo em mulheres obesas e sua relacdo com o polimorfismo Pro198Leu no
gene da glutationa peroxidase 1

Descricdo: Este trabalho tem por objetivo o estudo das rela¢gBes entre obesidade, estresse oxidativo
e o polimorfismo Pro198Leu no gene que codifica para a enzima glutationa peroxidase 1 (GPx1), além da
utilizagdo de um protocolo de suplementacéo alimentar com castanha-do-Brasil, fonte importante de selénio,
como terapia antioxidante. Sabe-se que individuos obesos apresentam um grau de estresse oxidativo
elevado com relagcdo a individuos com peso eutréfico. O estresse oxidativo elevado, por sua vez, é
considerado um mecanismo basico para o desencadeamento de doencas cronicas, entre elas o cancer, as
alteragbes neurodegenerativas e os problemas cardiovasculares. Varios fatores podem contribuir com o
maior grau de estresse oxidativo, dentre os quais, destaca-se a ingestdo reduzida de antioxidantes e de
compostos bioativos. Outro aspecto que deve ser considerado é a presenca de polimorfismos em genes
que codificam para enzimas antioxidantes. Destaca-se um destes, que é encontrado no gene que codifica
para a enzima GPx 1, onde ha a substituicdo de uma prolina por uma leucina no cédon 198. Entretanto, as
consequéncias fenotipicas deste polimorfismo para o sistema antioxidante sdo pouco estudadas, o que
justifica a sua determinacgédo, além do estudo de sua relagdo com o perfil antioxidante e também com a
resposta a intervencdes alimentares. Com base nos resultados que serdo obtidos, o protocolo proposto
neste projeto podera ser utilizado como medida alternativa para a reducdo do estresse oxidativo,
principalmente em individuos obesos. Dependendo, ainda, das diferencas encontradas em funcao do
polimorfismo, os resultados serdo Uteis também no direcionamento de intervencgdes alimentares
Situacao: Em Andamento Natureza: Pesquisa
Alunos envolvidos: Doutorado (1);
Integrantes: Cristiane Cominetti (Responsavel); ; Silvia Maria Franciscato Cozzolino; Arthur Belarmino
Garrido Jr; Thomas Prates Ong; Fernando Salvador Moreno
Financiador(es): Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo-FAPESP
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Areas de atuacio

1. Bioguimica da Nutricdo

2. Dietética

3. Analise Nutricional de Populacéo

4, Nutricdo

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Espanhol Compreende Razoavelmente , Fala Pouco, Escreve Pouco, L& Razoavelmente

Prémios e titulos

2009 Finalista do 5to Premio Latinoamericano Kellogg's de Investigacién en Alimentacion y
Nutricion Humana., Instituto de Nutricion y Salud Kellogg's

2005 Top Prémio Atualidade Gendric 2005 com o trabalho: "Avaliacdo do Estado Nutricional
Relativo ao Zinco de Pacientes Submetidos a Cirurgia Bariatrica", GENDRIC - Grupo de Estudos de
Nutricionistas de Campinas e Regido

Producdo em C, T& A

Producéo bibliografica
Artigos completos publicados em periodicos

1. COMINETTI, C, Garrido, Arthur, Cozzolino, Silvia
Zinc Nutritional Status of Morbidly Obese Patients Before and After Roux-en-Y Gastric Bypass: A Preliminary
Report. Obesity Surgery. , v.16, p.448 - 453, 2006.

Capitulos de livros publicados

1. COZZOLINO, S.M.F., COMINETTI, C
Aspectos fisiologicos e epidemiolégicos da deficiéncia em zinco In: Fome Oculta - Diagnéstico, Tratamento
e Prevencdo.l ed.S&o Paulo : Atheneu, 2009, v.1, p. 53-67.

2. PEDROSA, L. F. C., COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Cobre In: Biodisponibilidade de Nutrientes.3 ed.Barueri : Manole, 2009, v.1, p. 597-615.

3. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Leite e reducdo do risco da obesidade In: Leite para adultos, Mitos e Fatos Frente a Ciéncia.1l ed.Sdo Paulo
: Livraria Varela, 2009, v.1, p. 243-257.

4. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., COZZOLINO, S.M.F.
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Leite: fonte de proteinas, minerais e vitaminas In: Leite para adultos, Mitos e Fatos Frente a Ciéncia.l
ed.Sao Paulo : Livraria Varela, 2009, v.1, p. 177-214.

5. COMINETTI, C, GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F.
Micronutrientes e Cirurgia Bariatrica In: Biodisponibilidade de Nutrientes.3 ed.Barueri : Manole, 2009, v.1, p.
842-867.

6. COMINETTI, C, MARREIRO, D. N., COZZOLINO, S.M.F.
Minerais e Obesidade In: Biodisponibilidade de Nutrientes.3 ed.Barueri : Manole, 2009, v.1, p. 811-841.

7. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Recomendacdes de Nutrientes In: Biodisponibilidade de Nutrientes.3 ed.Barueri : Manole, 2009, v.1, p. 12-
45.

8. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Vitamina B6 (Piridoxina) In: Biodisponibilidade de Nutrientes.3 ed.Barueri : Manole, 2009, v.1, p. 397-421.

9. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Vitamina D (Calciferol) In: Biodisponibilidade de Nutrientes.3 ed.Barueri : Manole, 2009, v.1, p. 298-318.

10. COZZOLINO, S.M.F., COMINETTI, C, BORTOLI, M. C.
Grupo das Carnes e Ovos In: Piramide dos Alimentos: fundamentos basicos da nutricdo.1 ed.Barueri :
Manole, 2008, v.1, p. 167-210.

11. COZZOLINO, S.M.F., BORTOLI, M. C., COMINETTI, C
Grupo dos Feijoes e Oleaginosas In: Piramide dos alimentos: fundamentos basicos da nutricdo.1 ed.Barueri
: Manole, 2008, v.1, p. 211-240.

12. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Ingestdes Dietéticas de Referéncia In: Ciéncias Nutricionais - Aprendendo a Aprender.2 ed.Sdo Paulo :
Sarvier, 2008, v.1, p. 407-427.

13. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., COZZOLINO, S.M.F.
Importancia Nutricional de Minerais In: Fisiologia da Nutricdo Humana - Aspectos Basicos, Aplicados e
Funcionais.1 ed.Séo Paulo : Atheneu, 2007, v.1, p. 111-124.

14. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
O Papel do Selénio no Crescimento e Desenvolvimento Infatil In: O Papel dos Nutrientes no Crescimento e
Desenvolvimento Infantil ed.S&o Paulo : Sarvier, 2007, p. 83-96.

15. COMINETTI, C, GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F.
Micronutrientes e Cirurgia Bariatrica In: Biodisponibilidade de Nutrientes.2 ed.Barueri : Manole, 2006, v.1, p.
755-779.

16. COMINETTI, C, MARREIRO, D. N., COZZOLINO, S.M.F.
Minerais e Obesidade In: Biodisponibilidade de Nutrientes.2 ed.Barueri : Manole, 2006, v.1, p. 735-754.

17. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Nutricdo e Saude Publica (no prelo) In: Saude Publica. 1 ed. Sao Paulo: Atheneu, 2006, v.1

18. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Vitamina B6 (Piridoxina) In: Biodisponibilidade de Nutrientes.2 ed.Barueri : Manole, 2006, v.1, p. 347-371.

19. COMINETTI, C, MARREIRO, D. N., COZZOLINO, S.M.F.
Minerais e Obesidade In: Biodisponibilidade de Nutrientes.1 ed.Barueri : Manole, 2005, v.1, p. 663-682.

20. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Vitamina B6 (Piridoxina) In: Biodisponibilidade de Nutrientes.1 ed.Barueri : Manole, 2005, v.1, p. 343-367.
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Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., PURGATTO, E., ONG, T. P., MORENO, F. S., GARRIDO JR, AB.,
COZZOLINO, S.M.F. Associacdo do Polimorfismo Prol98Leu no Gene que Codifica para a Enzima
Glutationa Peroxidase 1, Status de Selénio e Danos em DNA em Mulheres Obesas Mérbidas In: 10
Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo - SBAN - Dos Genes a
Coletividade, 2009, Sdo Paulo. Nutrire - Revista da Sociedade Brasileira de Alimenta¢&o e Nutricéo.
Séo Paulo: SBAN, 2009. v.34. p.45 - 45

2. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F. Efeitos da ingestdo de
castanha-do-brasil na reducédo do risco cardiovascular em mulheres obesas morbidas In: XV Congreso
Latinoamericano de Nutricion - SLAN 2009, 2009, Santiago. Anales del XV Congreso Latinoamericano
de Nutricidon - SLAN 2009. , 2009.v.1.p.1-1

3. BORTOLI, M. C., COMINETTI, C, FARIAS, L.A., FAVARO, D.L.T., COZZOLINO, S.M.F. Glutathione
peroxidase activity, thyroid hormone and mercury levels in women in Cubatdo, Sdo Paulo, Brazil In: XV
Congreso Latinoamericano de Nutricion - SLAN 2009, 2009, Santiago. Anales del XV Congreso
Latinoamericano de Nutricion - SLAN 2009.,2009.v.1.p.1-1

4. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F. Status de Selénio em
Mulheres Obesas Morbidas Antes e ApGs a Ingestdo Diaria de Castanhas-do-brasil In: 10 Congresso da
Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo - SBAN - Dos Genes a Coletividade, 2009, Sao Paulo.
Nutrire - Revista da Sociedade Brasileira de Alimentacdo e Nutricdo. Sdo Paulo: SBAN, 2009. v.34.
p.402 - 402

5. Rocha, A.V., Bueno, R.B., COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., Pires, L.V., Pinto, M.B.S., Camargo, L.M.A.,
COZZOLINO, S.M.F. Assessment of selenium nutritional status of riverine children from Rondénia state,
western Amazon In: 13th International Meeting on Trace Elements in Man and Animals, 2008, Pucén. Book
of abstracts 13th International Meeting on Trace Elements in Man and Animals. , 2008. v.1. p.148 - 149

6. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., ONG, T. P.,, MORENO, F. S., GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F.
Effects of brazilian nuts intake on the selenium blood concentrations and on erythrocyte glutathione
peroxidase activity in morbid obese women In: 13th International Meeting on Trace Elements in Man and
Animals, 2008, Pucén. Book of abstracts 13th International Meeting on Trace Elements in Man and
Animals., 2008. v.1. p.106 - 107

7. BORTOLI, M. C., COMINETTI, C, FAVARO, D.L.T., COZZOLINO, S.M.F. Estado nutricional relativo ao
selenio de mulheres residentes em Cubatéo (SP) In: 13 Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da
FCF-USP, 43 Semana Universitaria Paulista de Farmacia, 23 Seminario de Pés-Graduacdo e 16 Reunido
de Iniciagdo Cientifica, 2008, Sao Paulo. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. Sdo Paulo:
2008. v.44. p.20 - 20

8. BORTOLI, M. C., COMINETTI, C, FARIAS, L.A., FAVARO, D.I.T., COZZOLINO, S.M.F. Mercury level and
selenium status in women living in Cubatd0, Sdo Paulo, Brazil In: 13th International Meeting on Trace
Elements in Man and Animals, 2008, Pucén. Book of abstracts 13th International Meeting on Trace
Elements in Man and Animals. , 2008. v.1. p.107 — 108

9. COMINETTI, C, GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F. Concentracdo plasmatica, urinaria e ingestédo
de zinco de individuos no pré-operatdrio de gastroplastia com derivagdo em Y de Roux In: 1° Simpdsio
Latino-americano da Federacédo Internacional para a Cirurgia da Obesidade (IFSO), 2005, Foz do Iguagu.
Anais do 1° Simpésio Latino-Americano da IFSO. , 2005. v.10. p.04 - 05

10. COMINETTI, C, GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F. Efeitos da Gastroplastia com Derivagdo em Y
de Roux no Estado Nutricional Relativo ao Zinco In: 8° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de
Alimentac&o e Nutricdo, 2005, Sdo Paulo. Nutrire - Revista da Sociedade Brasileira de Alimentacéo e
Nutri¢do. , 2005. v.30. p.392 - 392

11. COMINETTI, C, GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F. Effects of the gastroplasty with Roux-em-Y
Bypass on the plasma, erythrocyte and urine zinc concentrations In: 18th International Congress of Nutrition,
2005, Durban - South Africa. Annals of Nutrition & Metabolism., 2005. v.49. p.308 - 308
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12. COMINETTI, C, GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F. Zinc Concentration on Plasma, Urine and Diet
of Individual Undergoing a Gastroplasty with Roux-en-Y Bypass In: Tema 12 - Trace Element in Man and
Animals, 2005, Coleraine - Northern Ireland. Book of Abstracts - Theme: Scientific Developments,
Novel Applications and Progress into the 21st Century. , 2005. p.52 - 52

Artigos em revistas (Magazine)

1. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Intolerancia a lactose. Qualidade em Alimentacao - Nutricdo. Sao Paulo, p.38 - 39, 2009.

Apresentacdo de Trabalho

1. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., PURGATTO, E., ONG, T. P., MORENO, F. S., GARRIDO JR, AB.,
COZZOLINO, S.M.F.

Associacdo do Polimorfismo Pro198Leu no Gene que Codifica para a Enzima Glutationa Peroxidase
1, Status de Selénio e Danos em DNA em Mulheres Obesas Mdrbidas, 2009. (Congresso,Apresentagdo
de Trabalho)

2. COMINETTI, C, BORTOLI, M. C., GARRIDO JR, A.B., COZZOLINO, S.M.F.
Status de Selénio em Mulheres Obesas Mdérbidas Antes e Apds a Ingestdo Diaria de Castanhas-do-
brail, 2009. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

Demais producgdes bibliogréaficas

1. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Funcdes Plenamente Reconhecidas de Nutrientes - Selénio. Série de Publicacdes lIsi Brasil. Séo
Paulo:lIsi Brasil, 2009. (Outra producéo bibliogréfica)

2. COMINETTI, C, COZZOLINO, S.M.F.
Funcdes Plenamente Reconhecidas de Nutrientes - Zinco. Série de Publicacdes lIsi Brasil. Sdo Paulo:llsi
Brasil, 2009. (Outra producéo bibliogréfica)

Producao Técnica
Demais producdes técnicas

1. COMINETTI, C
Ministrou a palestra intitulada: "Biodisponibilidade de Nutrientes", na Ill Semana de Nutricdo da
Universidade Mackenzie, 2009. (Outra producéo técnica)

2. COMINETTI, C

Ministrou a palestra intitulada: "Nutrigendmica: Fundamentos e Perspectivas", no Xlll Congresso
Brasileiro de Nutrologia, XIV Conferéncia sobre Obesidade e Sindrome Metabdlica, VI Conferéncia de
Direito Humano a Alimentacdo Adequada, VII Annual Meeting International Colleges for
Advancements of Nutrition, 2009. (Outra producéo técnica)

3. COMINETTI, C
Ministrou a palestra intitulada: "Ingestdo de micronutrientes no Brasil e estado nutricional de grupos
vulneraveis" no 4° Congresso Paulista de Nutricdo - CPNutri, 2007. (Outra producéo técnica)

4. COMINETTI, C

Ministrou a palestra intitulada: "Minerais e seu papel na reducado do risco de doencgas crénicas néo
transmissiveis" no curso pré-congresso Alimentos funcionais (legislacéo, finalidades e avancos).
XIX CONBRAN - Congresso Brasileiro de Nutricdo., 2006. (Outra producao técnica)

5. COMINETTI, C
Ministrou a palestra intitulada "Minerais no P6s Operatério de Gastroplastia® no Hospital e
Maternidade Séo Luiz, 2006. (Outra producéo técnica)

6. COMINETTI, C
Ministrou parte da aula intitulada "Capacitacdo em Seguranca Alimentar e Nutricional" do
CONSEA/SP, 2006. (Outra produgéo técnica)
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7. COMINETTI, C

Ministrou a palestra intitulada "Cuidados Nutricionais em Cirurgia Bariatrica - Micronutrientes", no
Curso de Treinamento em Cirurgia Bariatrica - CETIG do Instituto Garrido de Gastroenterologia e
Cirurgia da Obesidade, 2005. (Outra producéo técnica)

8. COMINETTI, C
Ministrou parte da aula intitulada "Capacitacdo em Seguranca Alimentar e Nutricional" do
CONSEA/SP, 2005. (Outra producéo técnica)

Eventos

Participacdo em eventos

1. Apresentagéo Oral no(a) 10 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentac&o e Nutricdo
- SBAN, 2009. (Congresso)

Associacao do Polimorfismo PRO198LEU no Gene que Codifica para a Enzima Glutationa Peroxidase 1,
Status de Selénio e Danos em DNA em Mulheres Obesas Morbidas.

2. Apresentacao de Poster / Painel no(a) XV Congreso Latinoamericano de Nutriciéon - SLAN 2009. XVI
Jornadas de la Sociedad Chilena de Nutricion, 2009. (Congresso)

Efeitos da ingestdo de castanha-do-brasil na redugcdo do risco cardiovascular em mulheres obesas
moérbidas.

3. Conferencista no(a) Xlll Congresso Brasileiro de Nutrologia, XIV Conferéncia sobre Obesidade e
Sindrome Metabdlica, VI Conferéncia de Direito Humano a Alimentacdo Adequada, VII Annual
Meeting International Colleges for Advancements of Nutrition, 2009. (Congresso)

Nutrigendmica: Fundamentos e Perspectivas.

4. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 13th International Meeting on Trace Elements in Man and
Animals, 2008. (Congresso)

Effects of brazilian nuts intake on the selenium blood concentrations and on erythrocyte glutathione
peroxidase activity in morbid obese women.

5. Conferencista no(a) 4° Congresso Paulista de Nutri¢do - CPNutri, 2007. (Congresso)
Ingestédo de micronutrientes no Brasil e estado nutricional de grupos vulneraveis.

6. Encontro Cientifico: O Papel da Nutrigcdo no Crescimento e Desenvolvimento Infantil, 2007.
7.1Simpdsio de Pesquisa e Ensino em Nutrigendmica, 2007. (Simpdsio)

8. 9 Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimenracdo e Nutricdo - A Ciéncia da
Alimentacdo e da Nutricdo: Novos Paradigmas, 2007. (Congresso)

9. Conferencista no(a) XIX Congresso Brasileiro de Nutricdo — CONBRAN, 2006. (Congresso)
XIX CONBRAN — Congresso Brasileiro de Nutric&o.

10. Workshop sobre Carboidratos - 5° Evento da Série de Workshops Internacionais sobre Alimentos
com Alegacbes de Propriedades Funcionais e/ou de Saude, 2006. (Simpdsio)

11. Apresentacgdo Oral no(a) 1° Simpdsio Latino-americano da Federacdo Internacional para a Cirurgia
da Obesidade (IFSO), 2005. (Simpdsio)

1° Simpdsio Latino-americano da Federacédo Internacional para a Cirurgia da Obesidade (IFSO).

12. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 8° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de
Alimentacdo e Nutri¢cdo, 2005. (Congresso)

8° Congresso Nacional da Sociedade Brasileira de Alimentac&o e Nutric&o.

13. A obesidade no Brasil: novas evidéncias cientificas, 2005. (Seminario)
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14. Il Seminéario Internacional sobre Alimentos Funcionais, 2004. (Seminario)

15. 1 Congresso Paulista de Nutricdo Humana, Il Congresso Paulista de Nutri¢éo Clinica, | Forum de
Etica, Bioética e Educacao em Nutrologia, 2004 (Congresso)

16. | Férum de Discussdes ILSI Brasil sobre Fortificacdo de Alimentos e Suplementacdo — Foco nas
Necessidades Nutricionais de Criancas e Adolescentes, 2004 (Seminario)

17. Minerais em Dietas Iberoamericanas — Avaliagcdo do Estado Nutricional, 2003 (Simpdsio)

;I'otais de producéo

Producdo bibliografica

Artigos completos publicado em periOdicCo. .. ... i e e e e e ca e a e a e 1
Capitullos de Tivros publicados. - . . ...ttt e e e e e 20
ReVISEAsS (MAgazZiNeS) . - - o oo oo o o ittt i e e et e e e e e e e e e e e e e e e e 1
Trabalhos publicados em anals de eventOS. . . ..t et e e e e e e a e e e e e e 12
Apresentactes de Trabalhos (CoNgresS0) . . ..ot e e e e e e e e e a e e e e e e aaaa s 2
Demais producdes bibliograficas. - ... .. . e e e e e e e 2

Produgdo Técnica

Outra ProduGa0 TCNE CaA . - - - o o it i o e e e e e e e e e e aaaaaan 9
Eventos

Participacdes em eventoS (CONQGIESS0) - o oo acc o o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 9
Participacies em eventos (SEMINAIrTO) . ..o oot et oo e e e e e e e e e e e e c s 7
Participacdes em eventos (SEMPOSTO) -« o o oot i i e et e e e e e e e e e e e e e 4
Participacdes em eventos (ENCONTIO) - - o oo oottt e e d e e e e e e e e e e e c e e e 1
Participactes em eventos (OUEKa) - - ..o it e e f e e e e e e e 6

Outras informacdes relevantes
1 Artigos enviados para publicagéo:

COMINETTI, C.; BORTOLI, M.C.; ABDALLA, D.S.P.; COZZOLINO, S.M.F. Aspectos principais sobre a
relacéo entre estresse oxidativo, selénio e nutrigenética. Revista de Nutricdo da PUCCAMP. Enviado para
publicacdo em 11/08/2009.

COMINETTI, C; BORTOLI, M.C.; PURGATTO, E.; ONG, T.P.; MORENO, F.S.; GARRIDO JR, AB,;
COZZOLINO, S.M.F. Associations between GPx 1 Pro198Leu polymorphism, selenium nutritional status and
levels of DNA damage in obese women after the consumption of Brazil nuts. Nutrition. Enviado para
publicacdo em 10/02/2010.

CitacOes em bases bibliograficas

Web of Science Numero total de citagfes : 4;NUmero de trabalhos : 1Data : 13/09/2009; Fator H: 1;
Nome(s) do autor utilizado(s) na consulta para obter o total de citacdes:

Cominetti, C

SCOPUS NUmero total de citagdes : 6;Numero de trabalhos : 1Data : 20/09/2009
Nome(s) do autor utilizado(s) na consulta para obter o total de citagdes:

Cominetti, C
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og
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