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RESUMO

SILVEIRA, Brenda Kelly Souza Silveira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2023. Efeito do consumo de castanhas brasileiras (Bertholetia excelsa H.B.K. e
Anacardium occidentale 1..) em marcadores da saude intestinal e inflamatorios de
mulheres com excesso de peso. Orientadora: Helen Hermana Miranda Hermsdorff.
Coorientadoras: Josefina Bressan e Hércia Stampini Duarte Martino.

As castanhas sdo fontes de nutrientes e compostos bioativos relacionados a desfechos
positivos em satde, incluindo melhor controle do peso corporal. Entretanto, a castanha-do-
brasil (Bertholletia excelsa H.B.K) e a castanha de caju, (Anacardium occidentale L.), ambas
nativas brasileiras, estdo entre as menos estudadas. Além disso, as evidéncias sobre o efeito
das castanhas na inflamac¢do e saide intestinal sdo escassas. Por isso, o objetivo deste estudo
foi investigar o efeito do consumo de castanhas brasileiras associado a restri¢do caldrica sobre
marcadores inflamatorios e da saude intestinal de mulheres com excesso de peso. Este estudo
compoe-se de duas intervengdes, ambas com oito semanas de duragdo. O estudo 1 tratou-se de
um ensaio clinico randomizado, controlado, com 40 mulheres alocadas aleatoriamente em
dois grupos, 1) controle (n = 19): dieta isenta de castanhas restrita em calorias (-500 kcal/d);
2) castanhas brasileiras (n = 21): 15 g de castanha-do-brasil e 30 g de castanha de caju
associadas a dieta restrita em calorias (-500 kcal/d). A estudo 2 tratou-se de um ensaio clinico
controlado, ndo randomizado, com 56 mulheres alocadas em dois grupos, 1) controle (n = 29):
dieta isenta de castanhas restrita em calorias (-500 kcal/d); 2) castanha-do-brasil (n =27): 8 g
de castanha-do-brasil com alto conteddo de selénio (347,2 ug) associadas a dieta restrita em
calorias (-500 kcal/d). Em ambas as intervencdes, as participantes foram submetidas a
avaliacdo antropométrica, coleta de sangue em jejum para andlise da concentracdo de
marcadores inflamatérios no plasma (PCR, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IL-17A) e teste de
permeabilidade intestinal (coleta de urina) no inicio e ao final da intervengdo. No estudo 1,
também foram coletadas amostras de fezes e realizado o sequenciamento do gene 16S para
andlise da microbiota intestinal, além da determinagdo do pH e concentragdo de dcidos graxos
fecais. As andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS versdo 24.0, adotando-se
um nivel de significAncia de 5%. Em ambas as intervencgdes, as participantes atingiram
restricdo caldrica e perda de peso semelhantes. O consumo de castanhas brasileiras no estudo
1 resultou no aumento de bactérias comensais (Ruminococcus, Roseburia, NK4A214_groups,
and UCG-022) e 4cido propionico fecal, mas ndo houve mudanca em marcadores

inflamatérios. As castanhas brasileiras também protegeram contra o aumento da



permeabilidade intestinal, observado no grupo controle. Mudancas na permeabilidade
intestinal foram correlacionadas com maior redu¢do na gordura corporal, IL-8, e aumento na
abundancia de Ruminococcus. No estudo 2, o consumo de castanha-do-brasil reduziu PCR e
citocinas pré-inflamatérias (TNF, IL1-B, IL-8) e melhorou a permeabilidade intestinal,
comparado ao grupo controle. O aumento na concentragdo plasmdtica de selénio se
correlacionou com maior reducdo de IL1-f e IL-8. Ademais, redugdes de IL-8 foram
preditivas de maior reduciao na permeabilidade intestinal. Nossos resultados indicaram efeito
benéfico do consumo de castanhas brasileiras no contexto de uma dieta restrita em calorias
sobre marcadores da saide intestinal e inflamac¢do. Por fim, o efeito foi mais pronunciado
apo6s o consumo de castanha-do-brasil com alto contetddo de selénio nos marcadores avaliados

nos dois estudos.

Palavras-chave: Selénio. Microbiota intestinal. Inflamagdo. Obesidade. Reducdo de peso.

Restricao caldrica.



ABSTRACT

SILVEIRA, Brenda Kelly Souza Silveira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2023. Effect of Brazilian nuts intake (Bertholetia excelsa H.B.K. and Anacardium
occidentale L.) on intestinal health and inflammatory markers in women with
overweight or obesity. Advisor: Helen Hermana Miranda Hermsdorff. Co-advisors: Josefina
Bressan and Hércia Stampini Duarte Martino.

Nuts are sources of nutrients and bioactive compounds related to positive health outcomes,
including better body weight control. However, Brazilian nuts (Brazil nut, Bertholletia
excelsa H.B.K and cashew nut, Anacardium occidentale 1..) are among the least studied.
Additionally, evidence on the effect of nuts on inflammation and gut health is sparse.
Therefore, the aim of this study was to investigate the effect of Brazilian nuts intake in an
energy restriction context on inflammatory markers and intestinal health in overweight or
obese women. This study was divided into two interventions, both of 8-week follow-up.
Phase 1 was a randomized, controlled clinical trial, with 40 women randomly allocated into
two groups, 1) control (n = 19): nuts-free and energy-restricted diet (-500 kcal/d); 2) Brazilian
nuts (n = 21): 15 g of Brazil nuts and 30 g of cashews associated with an energy-restricted
diet (-500 kcal/d). Phase 2 was a controlled, non-randomized clinical trial, with 56 women
divided into two groups, 1) control (n = 29): nuts-free and energy-restricted diet (-500 kcal/d);
2) Brazil nuts (n = 27): 8 g of Brazil nuts with a high selenium content (347.2 ug) associated
with an energy-restricted diet (-500 kcal/d). In both phases, participants underwent
anthropometric assessment, fasting blood collection to determine the concentration of plasma
inflammatory markers (CRP, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNF, IL-17A) and intestinal
permeability test (urine collection) at the beginning and the end of intervention. In phase 1,
fecal samples were also collected and 16S gene sequencing was performed to analyze the
intestinal microbiota, in addition to determining the pH and concentration of fecal fatty acids.
Statistical analyzes were performed using SPSS software, version 24.0, adopting 5% as
significance level. In both phases, participants achieved similar energy restriction and weight
loss. Consumption of Brazil nuts in phase 1 increased commensal bacteria (Ruminococcus,
Roseburia, NK4A214_groups, and UCG-022) and fecal propionic acid, but did not change
inflammatory markers. Brazil nuts also protected against the increase in intestinal
permeability observed in the control group. Changes in intestinal permeability were correlated

with greater reduction in body fat, IL-8, and increase in Ruminococcus abundance. In phase 2,



consumption of Brazil nuts reduced CRP and pro-inflammatory cytokines (TNF, IL1-B, IL-8)
and improved intestinal permeability compared to the control group. Increased plasma
selenium concentration correlated with greater reduction of IL1-B and IL-8. Furthermore,
reductions in IL-8 were predictive of a greater reduction in intestinal permeability. Our results
indicated a beneficial effect of Brazilian nut consumption associated with an energy-restricted
diet on markers of intestinal health and inflammation. Finally, the effect was more

pronounced after consumption of Brazil nuts with a high selenium content.

Keywords: Selenium. Gastrointestinal microbiome. Inflammation. Obesity. Weight loss.

Energy restriction.
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17

1. INTRODUCAO

A obesidade € uma pandemia que atinge mais de 650 milhdes de pessoas no mundo.
No Brasil, mais de 60,3% da populagdo estd acima do peso, e a incidéncia do sobrepeso e
obesidade tem crescido principalmente entre as mulheres (IBGE, 2019; WHO, 2020). Esses
dados sdo alarmantes, pois sabe-se que o aumento excessivo da gordura corporal e o padriao
dietético ndo sauddvel estdo relacionados a outras alteracdes metabdlicas envolvidas na
génese de condi¢des cronicas ndao transmissiveis (CCNT), como diabetes, hipertensdo e
doencas cardiovasculares (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012; CHILDS;
CALDER; MILES, 2019). Algumas dessas altera¢des incluem a inflamacao cronica de baixo
grau e o estresse oxidativo, que contribuem para o aumento do risco cardiometabdlico
(SILVA, et al., 2021; SILVEIRA, et al., 2018) e ainda para o desequilibrio na composi¢ao da
microbiota intestinal e aumento da permeabilidade no intestino (BOULANGE et al., 2016;
GAAL; MERTENS; BLOCK, 2006).

O desequilibrio na microbiota, denominado disbiose, € prevalente em pessoas com
obesidade, assim como a permeabilidade intestinal aumentada. Essas alteracdes se
retroalimentam, de forma que o aumento da permeabilidade afeta o equilibrio da microbiota,
mas o perfil da microbiota também € determinante para a permeabilidade intestinal. A
reducdo na eficiéncia da barreira intestinal culmina no aumento de antigenos bacterianos que
chegam até a circulacdo sanguinea (FUSCO et al., 2020) desencadeando cascatas pro-
inflamatérias que alimentam ainda mais o desequilibrio intestinal (BOULANGE et al., 2016).

Nesse cendrio, a perda de peso como consequéncia da restri¢do caldrica e da adogdo de
um padrdo alimentar saudavel que inclua alimentos fontes de antioxidantes é recomendada
para controle dessas alteracdes (CONITEC, 2021; HERMSDOREFF, et al., 2009, 2011;
KOKTEN et al., 2021; TILVES et al., 2022). Entretanto, as estratégias de sucesso para
prevengdo e tratamento da obesidade permanecem limitadas (SUN, et al., 2018). Por isso,
alguns alimentos de alto valor nutricional, tais como os frutos secos e castanhas com alto teor
em lipidios insaturados e compostos bioativos (aveld, améndoa, pistache, pinhdo, castanha de
caju, castanha-do-brasil, macadamia e nozes), tém sido investigados no controle da obesidade
e de suas complicagdes (CALDAS et al., 2020, 2022; ROCK et al., 2020; WANG, et al.,
2021).

As castanhas possuem alta densidade caldrica, pois s@o ricas em lipidios,
principalmente os dcidos graxos mono e poli-insaturados (AGMI e AGPI). Além disso, sdo

fontes de nutrientes e compostos bioativos como os polifendis, flavonoides, tocoferdis, fibras,
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minerais e vitaminas (LI, et al., 2020). Apesar da alta densidade calérica, o consumo de
castanhas ndo promove ganho de peso mesmo quando grandes por¢des sdo consumidas (>30
g/dia) (HOU et al., 2021; SABATE, 2003; SUGIZAKI; NAVES, 2018). Pelo contrério, o
consumo regular de castanhas estd associado ao melhor controle do peso corporal (BES-
RASTROLLO, et al.,, 2007), da inflamacido (MAZIDI et al.,, 2016, 2018), do estresse
oxidativo (SILVEIRA, et al., 2020), redu¢do do risco cardiovascular e da mortalidade
(GROSSO et al., 2015). Todavia, a adi¢do isolada de castanhas a dieta sem o ajuste para
promover déficit caldrico parece insuficiente para promover perda de peso significativa, em
virtude das grandes alteragdes metabdlicas causadas pela obesidade (HOU et al., 2021;
PIETERS et al., 2005; SABATE, 2003).

As castanhas menos estudadas sdo as castanhas brasileiras, que incluem as castanhas
de caju (Anacardium occidentale L.) e castanhas-do-brasil (Bertholetia excelsa H.B.K.) (INC,
2016). A castanha de caju se destaca por ser rica em dcidos graxos insaturados (79,7%),
principalmente dcido oleico (60,7%) e linoleico (17,8%). Diante disso, a maioria dos estudos
com essa castanha investigam principalmente seus efeitos sobre o perfil lipidico (JALALI et
al., 2020; MAH et al., 2017). Estudos experimentais ou in vitro reportaram beneficios da
castanha de caju na reducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), citocinas pré-
inflamatdrias e na permeabilidade intestinal (FUSCO et al., 2020; SIRACUSA et al., 2020;
SOUZA, et al., 2017). Poucos estudos com humanos foram realizados, mas indicam pequeno
efeito da castanha de caju e dos demais frutos secos sobre as concentragdes de proteina C
reativa (PCR) (GOBBO, et al., 2015; MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007). Além disso,
uma por¢do didria minima de 28,4g de castanhas parece ser necessdria para se obter
beneficios significativos, sendo os efeitos mais pronunciados com porgdes > 60g/dia
(GOBBO, et al., 2015).

Por sua vez, a castanha-do-brasil parece mais promissora por ser uma das principais
fontes alimentares de selénio. Se for cultivada em solos com alto teor de selénio como
algumas regides da Amazonia, o consumo de uma a cinco unidades dessa castanha por dia
pode ser suficiente para atender as necessidades didrias de selénio (55 pg), um mineral
essencial para a sintese de enzimas antioxidantes (selenoproteinas), como as glutationas
peroxidases (GPx) (LI, et al., 2020; SILVEIRA, et al., 2020). Em individuos com deficiéncia
de selénio, a suplementagdo via castanha-do-brasil foi efetiva para restaurar as concentragdes
séricas desse mineral, aumentar as enzimas antioxidantes e reduzir a sintese de citocinas pro-

inflamatorias. Esses desfechos foram mediados pela reducdo do fator nuclear kappa B (NF-
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kB), que estimula a sintese de citocinas pro-inflamatérias (CARDOZO et al., 2016;
STOCKLER-PINTO, et al., 2014).

O consumo de castanhas também afeta a satude intestinal, e esse efeito depende do tipo
de castanha consumida, da por¢do e do grau de processamento (BAMBERGER et al., 2018;
HOLSCHER, et al., 2018). Uma metandlise recente identificou aumento no género das
bactérias Clostridium, Roseburia, Dialister, Lachnospira apds o consumo diversos tipos de
castanhas (pistache, améndoas, nozes), mas ndo houve mudancga nos filos (CREEDON et al.,
2020). Entretanto, os estudos realizados até o momento sdo de curta duragdo (< 3 semanas) ou
possuem limitagdes metodolégicas que inviabilizam a confiabilidade dos resultados
(CREEDON et al., 2020).

Até o momento, ndo identificamos nenhum ensaio clinico publicado sobre o efeito das
castanhas de caju ou castanhas-do-brasil na microbiota ou na permeabilidade intestinal de
humanos. De fato, a maioria das evidéncias sobre os efeitos das castanhas na sadde humana se
baseiam em estudos epidemiolégicos, experimentais ou in vitro, enquanto que os resultados
dos estudos clinicos permanecem controversos. Diante do exposto, a literatura € inconclusiva
a respeito da eficdcia do consumo de frutos secos oleaginosos, especialmente das castanhas
brasileiras, sobre a redu¢do do peso corporal, inflamacdo, microbiota e permeabilidade

intestinal.

2. HIPOTESES

Estudo 1:
A hipétese desse estudo é que o consumo didrio de castanhas brasileiras (castanha-do-
brasil e castanha de caju), associado a uma dieta restrita em calorias, aumentard a saude

intestinal de mulheres com excesso de peso, comparado ao grupo controle, mediante:

1) Melhora no estado nutricional do selénio;

2) Mudancas benéficas no perfil da microbiota e reducao da permeabilidade intestinal;

3) Reducdo do potencial hidrogenionico (pH) do lumen intestinal devido ao aumento
na producdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC);

4) Reducdo do estado inflamatério;

5) Maior perda de peso e de gordura corporal.



20

Estudo 2:
A hipétese desse estudo € que o consumo didrio de castanhas-do-brasil com alto
conteido de selénio, associado a uma dieta restrita em calorias, reduzird a permeabilidade

intestinal de mulheres com excesso de peso, comparado ao grupo controle, mediante:

1) Melhora no estado nutricional do selénio;
2) Maior perda de peso e de gordura corporal;

3) Redugio do estado inflamatoério.

3. OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do consumo didrio de castanhas brasileiras, associado a uma dieta
restrita em calorias, comparado ao grupo controle, sobre marcadores inflamatorios, microbiota

e permeabilidade intestinal, em mulheres com excesso de peso.

3.1 Objetivos especificos

Estudo 1:

v' Caracterizar as castanhas de caju e castanha-do-brasil quanto & composi¢do quimica
centesimal, de minerais, perfil de dcidos graxos e de antioxidantes;

v Avaliar o efeito do consumo combinado de castanhas brasileiras (castanhas de caju e
castanha-do-brasil), comparado a dieta livre de castanhas (grupo controle), sobre:
o Perda de peso e composi¢do corporal;

o Marcadores inflamatorios;

(@]

Perfil da microbiota e permeabilidade intestinal;

O

Producdo de AGCC e modificacio pH fecal;
o Selénio plasmatico;
e Investigar a relacdo entre perda de peso, inflamacdo e desfechos relacionados a sauide

intestinal (microbiota, permeabilidade, pH fecal e producao de AGCC).

Estudo 2:
v' Caracterizar a castanha-do-brasil quanto a composi¢do quimica centesimal, de minerais,

perfil de dcidos graxos e de antioxidantes;



21

v' Avaliar o efeito do consumo de castanha-do-brasil com alto conteido de selénio,
comparado a dieta livre de castanhas (grupo controle), sobre:
o Perda de peso e composi¢ao corporal;
o Selénio plasmatico;
o Marcadores inflamatorios;
o Permeabilidade intestinal.
e Investigar a relacdo entre perda de peso, estado nutricional de selénio, inflamagdo e

permeabilidade intestinal.

4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Sobrepeso e Obesidade

O sobrepeso e a obesidade sdo condi¢des epidémicas classificadas pelo o indice de
massa corporal (IMC) superior a 25 e 30 kg/m?, respectivamente, e caracterizadas pelo
acimulo excessivo de gordura corporal (WHO, 2014). Aproximadamente 1,9 bilhdes de
adultos no mundo estdo acima do peso, destes, mais de 650 milhdes tem obesidade (WHO,
2020). No Brasil, dados mais recentes da Pesquisa Nacional de Saude (2019) indicam que
60,3% da populagdo estd acima do peso adequado (IBGE, 2019). Embora a prevaléncia de
excesso de peso esteja aumentando em ambos os sexos, atualmente a maior prevaléncia é
identificada entre as mulheres (62,6%). Especificamente sobre a obesidade, a prevaléncia
entre os homens subiu de 9,6% para 22,8% no periodo entre 2002 e 2019, e de 14,5% para
30,2% entre as mulheres no mesmo periodo (IBGE, 2019).

O aumento do sobrepeso e da obesidade € pandémico desde 1980 e impacta a
economia mundial com gastos estimados em 2 trilhdes de délares ou 2,8% do produto interno
bruto (PIB) global (TREMMEL et al., 2017). Individualmente, as pessoas acometidas pelo
sobrepeso e pela obesidade tem despesas 46% maiores com internagdes, 80% maiores com
medicamentos e 27% mais consultas ambulatoriais comparado a pessoas com peso adequado
(SMITH; SMITH, 2016). Por ser uma condi¢do que reduz a qualidade de vida e predispde a
outras comorbidades, a obesidade também pode reduzir a produtividade e o crescimento
econdmico, em consequéncia da perda de dias de trabalho, limita¢des fisicas, reducdo da

expectativa de vida e potencial incapacitante (TREMMEL et al., 2017).
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Além dos impactos econOmicos, 0 sobrepeso e a obesidade aumentam o risco de
mortalidade por todas as causas e o risco de morte prematura, especialmente por causas
associadas a desfechos cardiovasculares (DI ANGELANTONIO et al. 2016; ENGIN;
VIRDIS, 2016). Nesse cendrio, o aumento do sobrepeso e da obesidade é alarmante,
especialmente quando consideramos que o excesso de gordura corporal desencadeia diversas
alteracoes metabdlicas, tais como resisténcia a insulina, dislipidemia, inflamacdo cronica,
estresse oxidativo, permeabilidade intestinal aumentada, disbiose, entre outras (BONDIA-
PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012). Por esse motivo, a obesidade € um dos principais fatores
de risco para diversas CCNT como diabetes, hipertensdo e doencas cardiovasculares
(CHILDS; CALDER; MILES, 2019).

Isso acontece porque a obesidade é uma doenca inflamatoria cronica e subclinica. O
tecido adiposo possui atividade enddcrina e a expansdo das células adiposas provoca
vasoconstri¢do e isquemia nesse tecido, estimulando o aumento da secrecdo de adipocinas
pré-inflamatorias, tais como a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF), a
leptina, além da reducdo das anti-inflamatérias como a adiponectina e IL-10 (SIMENTAL-
MENDIA; RODRIGUEZ-RAMIREZ; REYES-ROMERO, 2013). A infiltracio de células
imunes no tecido adiposo também aumenta na obesidade, de modo que parte do TNF
circulante € produzido pelos adipdcitos, mas grande parte se origina dos macréfagos (PRADO
et al., 2009). Essa inflamacdo cronica de baixo grau promove a resisténcia a insulina, uma
condi¢do que retroalimenta todas as outras alteracdes metabodlicas presentes na obesidade
(RULL et al., 2010).

O aumento da gordura corporal modifica o fenétipo do tecido adiposo branco,
tornando os adipdcitos disfuncionais e inflamados, junto com a infiltracdo de células imunes
na fracdo vascular do estroma. Como 0rgdo imune e secretor, o tecido adiposo produz
citocinas inflamatorias que afetam ndo apenas sua prépria funcdo, mas também a de 6rgaos
remotos (HOTAMISLIGIL, 2017; KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021). Por isso, a
obesidade estd relacionada a outras desordens enddcrino-metabdlicas que afetam o
metabolismo de lipidios e carboidratos, causando resisténcia a insulina e dislipidemias
(LAUTERBACH; WUNDERLICH, 2017).

O aumento na secrecdo de citocinas pré-inflamatdrias pelo tecido adiposo caracteriza a
inflamacdo de baixo grau e persistente que também pode ser chamada de metainflamacao
(KAWAI; AUTIERI; SCALIA, 2021). Essa resposta inflamatéria € mais intensa no tecido
adiposo visceral, comparado ao tecido adiposo subcutaneo, pois este apresenta maior

hipertrofia, infiltracio de macréfagos e maior associacdo com a sindrome metabdlica. Por
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isso, o perimetro da cintura é considerado um dos melhores preditores de risco
cardiometabdlico e se correlaciona fortemente com o tecido adiposo visceral (KAWALI;
AUTIERI; SCALIA, 2021).

Além do estado inflamatorio, o estresse oxidativo também aumenta devido ao acimulo
excessivo de gordura corporal. Em condi¢des de homeostase, as EROS sdo neutralizadas
pelos sistemas antioxidantes enzimdtico e ndao enzimdtico (DAY, 2009). Na obesidade, o
aumento da producdo de radicais livres somado a reducdo na capacidade antioxidante provoca
um desequilibrio que caracteriza o estresse oxidativo (CHILDS; CALDER; MILES, 2019). O
estresse oxidativo e a inflamagdo se retroalimentam, de modo que a inflamacdo induz o
aumento da producdo de EROS, e o aumento da produ¢do de EROS induz o dano tecidual que
promove a inflamacgdo. Algumas consequéncias do estresse oxidativo incluem danos ao acido
desoxirribonucleico (DNA), alteracbes na estrutura e fung¢do de proteinas, peroxidagdo
lipidica, apoptose, etc (CHILDS; CALDER; MILES, 2019).

Na obesidade também acontecem alteracdes intestinais, tais como o desequilibrio na
composi¢do da microbiota intestinal, denominado disbiose, € 0 aumento da permeabilidade da
mucosa intestinal. O padrdo alimentar ndo sauddvel é um dos principais responsdveis pela
disbiose e aumento da permeabilidade, e essas alteracdes contribuem para o aumento da
inflamacdo e do estresse oxidativo que retroalimentam as alteracdes na satdde intestinal
(BOULANGE et al., 2016; GAAL; MERTENS; BLOCK, 2006). Alguns estudos
experimentais sugerem uma relacio causal entre alteracdes na microbiota e obesidade quando
demonstraram que animais germ-free eram resistentes a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, mas ao receberam o transplante da microbiota de ratos obesos, apresentaram
expressivo aumento na gordura corporal (RIDAURA et al., 2013; TURNBAUGH et al.,
2006). A utilizacdo de antibidticos em animais jovens também modificou a transcricdo dos
principais genes envolvidos no metabolismo de carboidratos e lipidios (CHO, et al., 2012),
reforcando essa hipdtese.

Todavia, os mecanismos pelos quais a disbiose promove as alteracdoes metabdlicas na
obesidade ainda ndo foram bem esclarecidos (SUN, et al., 2018). Até o0 momento, sabe-se que
os microrganismos liberam produtos e moléculas sinalizadoras que podem atuar de forma
local ou sistémica. Com o estimulo para a inflamac¢do e aumento na producdo de EROS,
ocorre também dano tecidual e reducdo da eficiéncia da barreira intestinal. Por sua vez, o
intestino mais permedvel torna a barreira susceptivel a passagem dos microrganismos e de
seus componentes, que estimulam as células imunes a produzirem citocinas pré-inflamatorias

aumentando ainda mais a producdo de EROS (CANI, et al., 2007; SUN, et al., 2018).
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Como exposto, a obesidade é uma doenca complexa que envolve muitas alteracdes
enddcrino-metabdlicas que se retroalimentam. Assim, a reducdo do peso e manutengcdo do
peso corporal por meio de uma dieta saudavel restrita em calorias ainda € a principal
estratégia para controle da obesidade e suas alteragdes. Todavia, o controle da obesidade
ainda € um desafio, como serd discutido adiante. Por fim, os avangos no conhecimento sobre
o impacto da microbiota intestinal no metabolismo e na inflamag¢do trazem novas hipéteses e

alvos terapéuticos para controle da obesidade.

4.2 Inflamacdo e saude intestinal

A microbiota intestinal de um ser humano saudavel € composta por 4 filos dominantes
— Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria e Proteobacteria —, que se subdividem em mais de
500 espécies (HMPC, 2012). No coélon, 90% dos microrganismos sdo Firmicutes
(Ruminococcus, Clostridium, Eubacteria, Lactobacillus) e Bacteroidetes (Porphyromonas,
Prevotella), enquanto que Actinobacteria (Bifidobacterium) e Proteobacteria (Helicobacter)
estdo em menor propor¢ao (< 2,5%), pois estdo mais presentes no ileo. A simbiose entre os
microrganismos € o organismo humano se desenvolveu ao longo de anos de evolucao,
originando uma comunidade dinadmica, diversa e numerosa (~ 10" bactérias) (BIBBC) et al.,
2016; ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017).

A microbiota desempenha diversas funcdes que beneficiam o hospedeiro, tais como
producdo de enzimas que digerem carboidratos, regulacdo do metabolismo de dcidos biliares,
sintese de vitaminas e AGCC, entre outras. Os AGCC (butirato, propionato e acetato) sao
produzidos a partir da fermentacdo de carboidratos ndo digeridos e absorvidos pelos
enterdcitos, portanto, podem ser usados local ou sistemicamente ao adentrarem pela
circulacao portal (MORRISON; PRESTON, 2016). O butirato, em especial, € a fonte priméria
de energia para os colondcitos e os impede de sofrer autofagia (LOUIS; FLINT, 2017).

Apesar de serem fonte de energia, a producdo intestinal dos AGCC, especialmente
butirato e propionato, estd associada ao controle da inflamagdo e maior saciedade, devido a
inibicdo de NF-xB e aumento da sintese do peptideo YY (PYY), o que promove efeitos
metabdlicos positivos (BOULANGE et al., 2016). Eles também interagem com receptores
acoplados a proteina G (GPRs) presentes nos enterdcitos, afetando a sensibilidade a insulina
nos adipdcitos e em alguns 6rgaos, o que influencia a regulacio do metabolismo energético

(BOULANGE et al., 2016). Por exemplo, a ativagio do GPR43 reduz a sensibilidade 2



25

insulina nos adipdcitos e aumenta a sensibilidade no figado e muisculos, promovendo menor
deposicdo de gordura e maior utilizagdo periférica de glicose (BACKHED et al., 2004).

A presenca de AGCC no limen intestinal também altera seu pH, tornando o meio mais
acido. Em pH mais acido, ha maior produgdo de butirato, maior captacdo de acetato e menor
producdo de propionato comparado ao pH préximo ao neutro (pH = 6,7). Além disso, o pH
mais baixo inibe o crescimento de algumas cepas de bactérias patogénicas. Essa mudanga no
pH intestinal também tem um grande impacto na competi¢cdo entre diferentes grupos de
bactérias dentro da comunidade microbiana. Por exemplo, sabe-se que o pH levemente acido
(~ 5,5) reduz o crescimento do filo Bacteroidetes em relagdao a Firmicutes e Actinobactérias.
Embora muitos estudos associem a reducdo de Bacteroidetes em relacdo aos Firmicutes com a
obesidade, ndo € possivel atribuir essa mudanca ao aumento na producdo de AGCC e
acidificacdo do pH. Além disso, ndo existe consenso de que pessoas com obesidade tenham
maior propor¢do de Firmicutes do que Bacteroidetes (LOUIS, P.; FLINT, 2017).

Estudos com humanos e animais demonstraram que a obesidade estd associada a uma
microbiota com menor diversidade bacteriana e maior propor¢cdo do filo Firmicutes
comparado aos Bacteroidetes, embora essa relacdo ainda seja controversa (CASTANER et al.,
2018; KOUTOUKIDIS et al., 2022; MICHELS et al., 2022). Além disso, essa propor¢cao
tende a ser revertida com mudancas no perfil alimentar, especialmente com o ajuste na
ingestdo de lipidios (KOUTOUKIDIS et al., 2022). E possivel que o aumento de Firmicutes
contribua para uma maior digestdo de polissacarideos e gorduras e, consequentemente,
aumento das calorias extraidas dos alimentos (MICHELS et al., 2022; NGOWI et al., 2021).
Em relacdo ao género, pessoas com obesidade, hipertensdao e dislipidemias, em geral,
apresentam maiores propor¢des dos géneros Romboutsia, Blautia, Dorea, Ruminococcus e
Clostridium sensu stricto, e propor¢oes reduzidas de Bacteroides, Roseburia, Butyricicoccus,
Alistipes, Clostridium 1V, Parasutterella e Parabacteroides (ZENG, et al., 2019).

Quando a composi¢do da microbiota intestinal se altera com mudangas funcionais no
transcriptoma, proteoma ou metaboloma microbiano, tem-se o quadro de disbiose (ZENG;
INOHARA; NUNEZ, 2017). Portanto, denomina-se disbiose a perda de homeostase na
microbiota intestinal, seja por mudancas na composicio do microbioma, na sua
funcionalidade ou atividade metabdlica, ou ainda altera¢des em sua distribui¢c@o local. Desse
modo, hé trés tipos de processos de disbiose, que ndo sdao mutuamente exclusivos: 1) redugdo
dos microrganismos comensais, 2) aumento excessivo de microrganismos potencialmente
prejudiciais e, 3) diminui¢do da diversidade microbiana geral (DEGRUTTOLA et al., 2016).

A disbiose pode ser desencadeada pelo padrdao alimentar, por infec¢gdes, uso de antibidticos,
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deficiéncia imunoldgica, inflamacao, ou quaisquer condi¢cdes que provoquem desequilibrio na
microbiota (DEGRUTTOLA et al., 2016; ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017).

Hoje, a microbiota é considerada um 6rgdo enddcrino que interage molecularmente
com o organismo humano, influenciando-o sistemicamente, incluindo o aumento na extra¢ao
de energia dos alimentos, alteracdo em hormonios responsaveis pela regulacdo da saciedade,
além de modificar o sistema imune no intestino (REGNIER et al., 2021). Por isso, a disbiose é
reconhecida como um fator ambiental importante para a génese das doencas metabdlicas
(BOULANGE et al., 2016; REGNIER et al., 2021; TEIXEIRA; SOUZA; et al., 2012). Esse
desequilibrio na microbiota pode contribuir significativamente para o aumento da
permeabilidade intestinal, assim como o aumento da permeabilidade retroalimenta a disbiose
por diversos mecanismos, incluindo a ativagdo de vias inflamatorias (CANI, et al., 2012). A
inflamacdo tem se destacado como um importante preditor da disbiose caracterizada pela
proliferacdo de enterobactérias, um grupo de bactérias gram-negativas do filo Proteobacteria
(ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017). A inflamacdo aumenta a apoptose das células epiteliais
resultando no aumento de fosfolipidios disponiveis para serem usados como substrato por
essas bactérias (GARSIN, 2010).

Concomitante a inflamacdo ocorre o aumento na produ¢do de EROS, por exemplo, por
consequéncia da ativagcdo de células imunes como neutréfilos e do complexo NADPH oxidase
necessdrios a fagocitose. Esse aumento do estresse oxidativo intestinal contribui para o
aumento de sulfetos e aminas tercidrias necessdrias para a respiracao das bactérias anaerdbias
(GARSIN, 2010). Em contrapartida, o aumento do fluxo sanguineo no intestino promove um
aumento da oxigenac¢do no tecido, condicao desfavordvel para bactérias produtoras de butirato
como os Clostridios e favordvel a bactérias patogé€nicas como a Salmonella (RIVERA-
CHAVEZ et al., 2016).

Todas essas alteracbes em conjunto, incluindo o desequilibrio na microbiota, a
inflamacdo e estresse oxidativo, contribuem para aumentar a permeabilidade intestinal. Em
homeostase, a barreira intestinal € semipermeével a fim de regular a passagem de nutrientes,
toxinas e antigenos do limen intestinal para a circulacdo sanguinea. Esse epitélio € revestido
por uma camada de muco formado por dgua e proteinas glicosiladas chamadas mucinas
secretadas pelas células caliciformes, que atua como a primeira etapa de barreira, impedindo a
passagem de grandes moléculas e microrganismos. A segunda barreira € composta pelo
epitélio intestinal formado por vdrios tipos de células epiteliais, com predominio de

enterdcitos. As células caliciformes responsdveis pela secrecao de muco (mucinas formadoras
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de gel) ficam localizadas entre os enterdcitos, e produzem muco a fim de protegé-los
(BISCHOFF et al., 2014; FARRE et al., 2020).

As células epiteliais sdo unidas pelos complexos juncionais. Na regido mais apical estd
a zonula ocludente (ZO, do inglés zonula occludens), seguido da z6nula aderente e dos
desmossomos. Essa estrutura conhecida como jun¢do apertada (do inglés, tigh junctions) é
responsavel pela regulacido seletiva da passagem de moléculas. As vias de transporte no
epitélio podem ser paracelular, transcelular, mediada por transportador e endocitica. Na
permeabilidade paracelular, pelo menos dois tipos de poros sdo regulados por juncdes
apertadas. O primeiro é um poro menor regulado pelas proteinas claudina. O segundo ¢ um
poro muito maior conhecido como via de “vazamento” regulado pelas proteinas ocludina e
ZO (FARRE et al., 2020).

A inflamacdo e a disbiose causam aumento da permeabilidade intestinal por diversos
mecanismos, incluindo a degradacdo do muco protetor, dano epitelial, reducdo das proteinas
claudina, ocludina e ZO, com consequente afrouxamento das jungdes apertadas (FARRE et
al., 2020). Algumas bactérias, como E. coli e a familia Enterobacteriaceae, estdo relacionadas
a degradacdo do muco, enquanto outras bactérias comensais, como Akkermansia muciniphila,
regulam as camadas de muco e aumentam a producdo de ocludina (CHELAKKOT et al.,
2018). Com a reducdo do muco, os microrganismos atingem o epitélio intestinal onde
estimulam a resposta imune inata e adaptativa. A ativacdo de receptores toll-like (TLR) ativa a
via NF-kB aumentando a producdo de quimiocinas e citocinas, bem como o recrutamento e
ativacdo de células imunes. Os linfécitos liberam interferon gama (IFN-y) e TNF causando
disfunc¢do na barreira intestinal (BISCHOFF et al., 2014).

O TNF leva a redistribuicdo da proteina ocludina da jung¢do oclusiva e ZO,
aumentando fluxo de moléculas grandes, e o IFN-y abre uma rota paracelular para a entrada
de antigenos luminais de alta massa molecular. Em consequéncia a a¢do do TNF e IFN-y, os
enterdcitos aumentam a sintese de IL-13 na tentativa de aumentar a expressdao de claudina
(HAN et al., 2016; SCHWARZ et al., 2007; WEBER, C. R. et al., 2010).

Todas essas alteracdes inflamatérias, da microbiota e membrana intestinal sdo
frequentemente observadas em populagdes com obesidade. O excesso de gordura corporal e o
padrao alimentar nao sauddvel promovem aumento da inflamacdo e reducdo de bactérias
comensais e da diversidade de microrganismos. Por sua vez, o desequilibrio na microbiota
aumenta a permeabilidade intestinal permitindo que antigenos cheguem ao epitélio intestinal e
a circulag@o, aumentando a inflamacdo local e sistémica (Figura 1). Portanto, estratégias para

controle da obesidade devem incluir como alvo terapéutico a perda de peso, somada ao
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reestabelecimento do equilibrio na microbiota, j& que ambos sdo mediadores da inflamacao e
reducdo da permeabilidade intestinal. No tdpico a seguir, as principais estratégias para

controle da obesidade serdo discutidas.
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Figura 1. Interrelacdo entre obesidade, inflamacao, disbiose e permeabilidade intestinal.

Na obesidade, o aumento do tecido adiposo promove aumento de citocinas inflamatorias que
modificam o ambiente intestinal, contribuindo para desequilibrios na microbiota (disbiose) e
aumento da permeabilidade. Na disbiose, as bactérias potencialmente patogénicas
intensificam a inflamagcdo e degradam o muco protetor. Com a permeabilidade aumentada,
antigenos microbianos atingem a lamina propria estimulando a inflamagdo. As bactérias
comensais produtoras de butirato reduzem, aumentando o pH do liimen e a proliferacdo de
bactérias indesejadas. Figura de autoria propria.
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4.3 Intervencdo nutricional na obesidade e desordens associadas

Apesar de ser uma doenca multifatorial causada por distirbios enddcrinos, genéticos,
ambientais, emocionais e psicossociais; os fatores comportamentais sdo a principal causa do
aumento da obesidade nos dltimos anos, incluindo o sedentarismo e a alimentacdo inadequada
(HRUBY; HU; 2015). Nesse sentido, o tratamento convencional do sobrepeso e da obesidade
inclui dieta moderadamente restrita em calorias (500 a 1.000 kcal/dia) associado a mudangas
no padrdo alimentar e no estilo de vida (ABESO, 2022; CONITEC, 2021). Padrdes
alimentares caracterizados por alimentos in natura e baixo consumo de alimentos processados
e ultraprocessados estdo associados a0 menor consumo caldrico, menor peso corporal € menor
risco cardiometabdlico (ESTRUCH; ROS, 2020; SILVEIRA, et al., 2018).

A perda de peso resultante de uma alimentag¢do com restricao caldrica tem se mostrado
eficaz no controle da inflamagdo crdnica, com a reducdo nas concentragdes de TNF, IL-6,
leptina, de moléculas de adesdo intercelular (ICAM-I), além da PCR (HERMSDORFF;
ZULET; MARTfNEZ, 2011; HERMSDOREFF, et al., 2009, 2011). Também foram descritas
mudancas no perfil da microbiota apds a perda de peso, bem como reducdo da permeabilidade
intestinal (DAMMS-MACHADO et al., 2017, KOUTOUKIDIS et al, 2022;
STANISLAWSKI et al., 2021). Muitas intervencdes sdo capazes de promover a perda de
peso, mas a longo prazo, a maioria dos individuos recuperam o peso perdido. Portanto, as
terapias da obesidade almejam causar perda intencional de 5 a 10% do peso inicial, e manté-lo
por mais de um ano. Apenas 25% dos sujeitos submetidos ao tratamento alcancam essa meta
(GREENWAY, 2015).

A longo prazo, o aconselhamento, apoio social e restricdo de alimentos parece
insuficiente para manutencdo da perda de peso. Intervencdes que alteram a fisiologia do
controle do peso corporal tendem a ser mais eficazes, pois consideram nido somente o balango
energético, mas a recuperacao da homeostase metabdlica e controle das alteragdes subclinicas
(ABESO, 2022; LATIFANI et al., 2020; ROSS et al., 2019). Isso foi observado em grupo de
individuos submetidos a intervencdo para perda de peso. Aqueles que apresentaram maior
pontuacdo no indice de qualidade da dieta, maior ingestdo de micronutrientes e um padrio
alimentar com menor teor de gordura (32% vs 37% das calorias totais) conseguiu manter pelo
menos 9kg a menos no peso corporal durante 3,4 anos, comparado aqueles com pior padrao
alimentar (PASCUAL et al., 2019).

Comparado a outros padroes alimentares, como dietas reduzidas em carboidratos ou

gorduras, a dieta mediterranea parece mais promissora. Em todas as estratégias, a maioria dos
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sujeitos recuperam total ou parcialmente o peso perdido, desaparecendo os beneficios
cardiometabdlicas promovidos pelo emagrecimento. Contudo, mesmo com o reganho de peso,
a adogdo de uma dieta mediterranea promove melhoras metabdlicas que perduram (GE et al.,
2020). O padrio alimentar mediterraneo € caracterizado pela alta ingestio de frutas,
hortalicas, peixes, azeite de oliva e castanhas, e baixo consumo de carnes vermelhas e
carboidratos refinados (HERMSDOREFF, et al., 2009). Isso resulta em uma dieta com alto teor
de micronutrientes e compostos bioativos, como os polifendis, além de 4cidos graxos
insaturados, especialmente os monoinsaturados.

Todos esses compostos sdo descritos na literatura como moduladores da microbiota e
da inflamacdo, exercendo efeito protetor sobre a permeabilidade. Os AGMI parecem
contribuir para o controle do peso corporal, inclusive pelo aumento da atividade de enzimas
lipoliticas (YANG, et al., 2017). Além de serem recomendadas para redugdo do risco
cardiovascular, dietas ricas em AGMI e AGPI, e reduzidas em acidos graxos saturados (AGS)
aumentam a propor¢do Bacteroidetes/Firmicutes e a contagem de bactérias lacticas benéficas
(Bifidobacteria e Akkermansia muciniphila) (RINNINELLA et al., 2019), e ndo se relacionam
com aumento da permeabilidade intestinal e inflamacao, mesmo quando promovem ganho de
peso (BIBBO et al., 2016).

Assim como os AGI, os compostos bioativos como os polifendis (catequinas,
flavondis, flavonas, antocianinas, dcidos fendlicos) t€m efeito positivo sobre o controle do
peso corporal por mecanismos que incluem redug¢do da proliferacdo de pré-adipdcitos,
supressdo da diferenciacao de adipdcitos e acimulo de triglicerideos, aumento da lipdlise e da
B-oxidacdo e redugdo da inflamacdo (WANG, et al., 2014). Os beneficios se estendem a
microbiota: aumentam abundancia de Bifidobacterium, Lactobacillus e a producdo de AGCC,
além de inibirem bactérias patogénicas, como Clostridium perfringens e Clostridium
histolyticum (SINGH et al., 2017).

Apenas 5 a 10% dos polifendis ingeridos podem ser diretamente absorvidos no
intestino. Os outros 90-95% ficam sujeitos a atividade de enzimas microbianas para formagao
de metabdlitos com efeito fisioldgico diferente € menor peso molecular, permitindo entdo sua
absorcdo. Algumas espécies capazes de metabolizar polifendis sdo Bifidobacterium sp.
Lactobacillus sp., Bacteroides sp., Eubacterium sp. Eles também promovem maior
integridade da membrana epitelial devido ao aumento do muco protetor e regulacio da
atividade imune (CARDONA et al., 2013).

A deficiéncia de minerais como selénio e zinco também pode afetar a microbiota,

incluindo modulacdo da viruléncia de algumas cepas bacterianas (ZMORA et al., 2017).
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Ratos germ-free foram alimentados com dieta baixa em selénio e apresentaram maior
atividade de GPx no figado e intestino comparado aos ratos convencionais, indicando que,
diante da escassez de selénio na dieta, a microbiota pode competir com o hospedeiro pelo
mineral (HRDINA et al., 2009).

Sobre essa perspectiva, alguns alimentos especificos tém recebido destaque devido ao
seu alto valor nutricional e potencial para modificar a microbiota, reduzir a inflamacao
causada pela obesidade e, consequentemente, melhorar a resposta metabdlica e os resultados
da restricdo caldrica. Entre esses alimentos estdo os frutos secos oleaginosos ou castanhas, tais
como aveld, améndoa, pistache, pinhdo, castanha de caju, castanha-do-brasil, macadamia e
nozes. O consumo de castanhas tem sido relacionado ao controle do peso corporal (BES-
RASTROLLO, et al., 2007), da glicemia (MAZIDI et al., 2018), do perfil lipidico, inflamag¢ao
(MAZIDI et al., 2016, 2018), estresse oxidativo (SILVEIRA, et al., 2020), reducao do risco
cardiovascular e da mortalidade (GROSSO et al., 2015). Entretanto, esses resultados se
baseiam majoritariamente em estudos epidemioldgicos, enquanto os resultados dos estudos

clinicos permanecem controversos, como serd discutido no topico adiante.

O consumo de castanhas também modifica a microbiota, hoje reconhecida como 6rgao
enddcrino. De acordo com uma metanalise recente, o consumo de castanhas (améndoas,
nozes, pistache; por 18 dias a 8 semanas) aumentou significativamente os géneros
Dialister, Lachnospira, Roseburia e Clostridium, e reduziu Parabacteroides, sem modificar
os filos, a diversidade ou producdo de fezes (CREEDON et al., 2020). Entretanto, os efeitos
divergem muito de acordo com a por¢do e o tipo de castanha estudada. Por exemplo, o
consumo de pistache parece afetar muito mais o numero de bactérias produtoras de butirato
do que as améndoas (UKHANOVA et al., 2014). Essa diferenca pode ser atribuida a diferente
composi¢do das castanhas no que se refere ao tipo de polifendis, quantidade de cada mineral e
perfil de dcidos graxos.

Além disso, apesar de diversos tratamentos e abordagens terem sido investigados para
controle da obesidade e das alteragdes metabdlicas associadas, as estratégias de sucesso para
lidar com essa condi¢ao permanecem limitadas (SUN, et al., 2018). Diante do impacto que a
obesidade tem na qualidade de vida de seus portadores, € de extrema importancia continuar as
investigacdes a respeito de como os alimentos podem prevenir e controlar a obesidade e suas
complicacdes, especialmente no que se refere as castanhas, que sdo alimentos com alta

palatabilidade e valor nutricional.
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4.4 As castanhas brasileiras

Compreende-se por améndoa a parte interna de todos os frutos secos que possuem uma
semente envolvida por um epicarpo rigido, tais como aveld, améndoa, pistache, pinhio,
castanha de caju, castanha-do-brasil, macadamia e nozes (ROS, 2010; ROS; HU, 2013),
também conhecidos apenas como frutos secos oleaginosos ou castanhas. As castanhas sdo
alimentos com alta densidade calérica devido ao alto contetddo de lipidios, principalmente os
AGI. Além dos AGI, destacam-se em sua composi¢do os nutrientes € compostos bioativos
relacionados a desfechos positivos em saude, tais como os polifendis, flavonoides, tocoferdis,
fibras, minerais e vitaminas (LI, et al., 2020). O Guia Alimentar para a Populacido Brasileira
recomenda o consumo de castanhas no contexto de uma alimentacdo sauddvel, onde
predominam alimentos in natura ou minimamente processados, € menciona que as castanhas
sd0 uma boa op¢do para lanches, ja que sdo praticas para transportar € consumir, € promovem
saciedade (BRASIL, 2014). Na tabela 1, apresentamos a composicao das castanhas utilizadas

no presente projeto.



Tabela 1. Composi¢do das castanhas brasileiras em por¢do de 100g.

CASTANHA-DO-BRASIL CASTANHA DE CAJU

Nutrientes Estudo 1 Estudo 2 TBCA FELBERG Estudo 1 TBCA RICO et al.

et al. 2004 2015
Calorias (kcal) 658,7 657,5 674,0 - 540,7 582,0 598,0
Umidade (g) 1,3 1,3 3,5 - 4,7 5,2 5.3
Cinzas (g) 3.3 2,5 34 34 2,7 2,5 2,6
Proteinas (g) 17,3 15,0 14,5 14,3 22,4 18,2 20,2
Carboidratos (g) 12,0 2,5 15,1 11,6 28,7 30,2 20,9
Lipidios (g) 54,7 65,0 63,5 - 34,1 43,8 47,4
AGS (g) 13,3 21,2 15,3 - 53 - 17,3
AGMI (g) 20,0 11,2 27,4 - 22,7 - 65,4
AGPI (g) 21,3 31,2 21,0 - 6,0 - 17,1
Fibras (g) 10,7 12,5 7,9 2,2 7,4 33 3,6
Selénio (ug) 340,0 4340,0 3382,0 3440,0 50,0 - -

TBCA: Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos; AGS: 4cidos graxos saturados; AGMI: acidos graxos monoinsaturados; AGPI:
acidos graxos poli-insaturados.

34
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Estudos observacionais reportam associacao entre consumo de castanhas e redu¢do da
inflamacdo (RAJARAM; CONNELL; SABATE, 2010), do estresse oxidativo (STOCKLER-
PINTO, et al., 2014), da hipercolesterolemia (LEE, et al., 2014) e do risco cardiovascular
(ABBASPOUR et al.,, 2019). Por esse motivo, a American Heart Association (AHA)
recomenda o consumo didrio de 30g de castanhas variadas para prevencdo das CCNT
(AHA/ACC et al., 2014). Entretanto, essa recomendacdo se baseia em estudos observacionais,
enquanto que os resultados dos ensaios clinicos sdo controversos.

Apesar de terem caracteristicas nutricionais semelhantes, as castanhas diferem em sua
composi¢do. Neste projeto serdo abordados os efeitos das castanhas brasileiras (castanha de
caju e castanha-do-brasil), que apesar de estarem entre as castanhas mais consumidas no
Brasil, ainda sdo as menos estudadas, segundo o International Nut and Dried Fruit Council
(INC) (INC, 2016). A castanha de caju (Anacardium occidentale L.) destaca-se por ser rica
em AGI (79,7%), principalmente 4cido oleico (60,7%) e linoleico (17,8%), combinado a uma
variedade de flavondis (catequinas e galocatequinas), dcidos fendlicos (4cido eldgico e 4cido
galico), vitaminas, aminodcidos e fibras (RICO; BULLO; SALAS—SALVADO, 2015;
ROTHWELL et al., 2013).

Os estudos com a castanha de caju avaliam principalmente as alteracdes nos lipidios
plasméticos (BAER; NOVOTNY, 2019; MAH et al., 2017). Ha evidéncias de que a por¢do
média utilizada capaz de modificar o perfil lipidico é de 28,4g, e os efeitos mais pronunciados
sdo observados com por¢des > 60g, e em populagdes com risco cardiometabdlico comparado
aos individuos sauddveis (GOBBO, et al., 2015). Mesmo nesse topico, ainda ha controvérsias,
de modo que alguns ensaios clinicos reportam melhora com porg¢des didrias entre 28 e 64g/dia
(BODHINI; MOHAN, 2018; MAH et al., 2017; PIETERS et al., 2005), enquanto outros
estudos, incluindo uma metandlise (doses 30 a 42g/dia), ndo suportam essas alegagdes
(BAER; NOVOTNY, 2019; DARVISH DAMAVANDI et al., 2019; GOBBO, et al., 2015;
MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007). De fato, a porcdo didria e o tempo de intervencao
(minimo oito semanas) parecem mais determinantes para modificar o perfil lipidico do que o
tipo de castanha consumida (GOBBO, et al., 2015).

Alguns estudos avaliaram o efeito da arvore da castanha de caju na inflamacao,
incluindo extrato das folhas (AWAKAN et al., 2018; DUANGIJAN et al., 2019;
ONASANWO et al., 2012), da casaca e caule (OLAJIDE; ADEROGBA; FIEBICH, 2013) e
também do acido anacardico isolado (AUGUSTO et al., 2020; CARVALHO et al., 2013;
ONAL et al., 2020; SUNG, B. et al., 2008). Os estudos sobre o efeito da castanha de caju na

inflamacdo foram realizados majoritariamente com animais, principalmente ratos e
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camundongos, utilizando doses de 100 mg/kg (CORDARO; FUSCO; et al., 2020;
CORDARO; SIRACUSA; et al., 2020; D’AMICO et al., 2022; OLIVEIRA, et al., 2019;
SIRACUSA et al., 2020).

Bons resultados foram relatados em animais (FUSCO et al., 2020) e in vitro (SOUZA,
et al., 2017), incluindo reducdo de EROS, citocinas pré-inflamatdrias, permeabilidade
intestinal, LPS plasmdtico, e regulacdo das vias Nrf2 e NF-kB (FUSCO et al., 2020).
Contudo, em humanos, uma metandlise que incluiu castanha de caju, mas também outras
castanhas, ndo identificou efeito sobre as concentracdes de PCR com consumo médio de
28g/d (3 a 26 semanas) (GOBBO, et al., 2015). Por¢des maiores (> 60 g/dia ou 20% do valor
caldrico total) durante oito semanas também nio modificaram as concentracdes de PCR e
acido urico, um resultado esperado, considerando que PCR é uma proteina de fase aguda
(MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007).

Para melhoria das defesas antioxidantes, a ado¢dao de um padrdo alimentar saudavel
(prudente diet) pode ser mais determinante do que a inclusdo isolada de castanha de caju na
dieta (DAVIS, et al., 2007). A escassez de estudos com a castanha de caju limita conclusoes a
respeito de seu efeito na saude. Por enquanto, a literatura indica que o consumo superior a 30g
por no minimo oito semanas pode ser necessdrio para alcancar beneficios significativos na
melhora de marcadores de risco cardiometabdlico (AUNE et al., 2017).

A castanha-do-brasil (Bertholetia excelsa H.B.K.) parece mais promissora. Ela
também possui alto teor de lipidios (25% de AGMI, 21% de AGPI, 15% de AGS),
fitoesterdis, tocoferol e fendlicos, além de micronutrientes (YANG, 2009). Essa castanha se
destaca por ser a principal fonte alimentar de selénio, principalmente como selenometionina
(forma organica) que é mais biodisponivel. O teor de selénio pode variar entre 100 a 1000
mg/g "' de peso seco, dependendo do contetido desse mineral no solo em que a castanha foi
cultivada (CARDOSO, et al., 2017).

O selénio ¢ um micronutriente essencial importante para manuten¢do do estado redox,
da funcdo tireoidiana, imune e reprodutiva, pois € cofator enzimdtico para importantes
enzimas antioxidantes conhecidas como selenoproteinas, tais como GPx e as tioredoxinas
redutases (TRxR) (CARDOSO, et al., 2017; LI, et al., 2020). No plasma, a selenoproteina P
representa 50% do selenoproteoma, e os outros 50% sao as GPx, TRxR e as desiodases de
iodotironinas (MANGIAPANE; PESSIONE; PESSIONE, 2014; MEHDI et al., 2013).

A deficiéncia de selénio contribui para o aumento do estresse oxidativo e das CCNT
(LI, et al., 2020; RAYMAN, 2012). Nesse contexto, o consumo insuficiente desse mineral

tem sido reportado globalmente e estima-se que uma a cada sete pessoas no mundo tem baixa
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ingestdo de selénio (JONES et al., 2017; LI, et al., 2020). Essa prevaléncia poderia ser
revertida com o consumo didrio de castanha-do-brasil em pequenas por¢des, ji que uma a
cinco unidades/dia sdo suficientes para atender as necessidades didrias de selénio (55 ug) e
aumentar consideravelmente a expressao de selenoproteinas, como as GPx (LI, et al., 2020;
SILVEIRA, et al., 2020). As demais castanhas necessitam de por¢cdes maiores (> 30g/dia)
para resultarem em beneficios semelhantes.

A suplementagdo de selénio também pode reduzir a inflamacdo como consequéncia
dos efeitos benéficos na fun¢do imune e no controle do estresse oxidativo (LI, et al., 2020).
Entretanto, duas metandlises demonstraram que, apesar de ser uma boa fonte de selénio
altamente biodisponivel, o consumo de castanha-do-brasil (5 a 20 g/d; 6 a 16 semanas) ndo foi
suficiente para modificar as concentragdes de PCR (GODOS et al., 2022; HOU et al., 2021), e
esse resultado € corroborado por outros estudos (CARDOZO; STOCKLER-PINTO; MAFRA,
2016; DUARTE, et al., 2019; GHANAVATI et al., 2021; HU, et al., 2016; MARANHAO et
al.,, 2011). E importante ressaltar que a PCR parece ser um marcador inflamatério pouco
responsivo a suplementacdo com castanhas (GOBBO, et al., 2015; MAZIDI et al., 2016), mas
mudancas identificadas em outros marcadores inflamatérios indicam que pode existir um
efeito protetor (COLPO et al., 2014; SILVA, et al., 2019).

De fato, o TNF e algumas interleucinas parecem mais susceptiveis a reducdo apds a
introducdo de castanhas na dieta (SILVA, et al., 2019). Em individuos em hemodiélise e com
deficiéncia de selénio, a suplementa¢do de uma castanha-do-brasil por dia durante trés meses
foi suficiente para reduzir a expressao do fator pré-inflamatério NF-kB e das citocinas TNF e
IL-6. Esse efeito foi atribuido a ativacdo do Nrf2 com consequente aumento das enzimas
antioxidantes e controle do estresse oxidativo que promovia aumento da inflamagdo
(CARDOZO; STOCKLER-PINTO; MAFRA, 2016; STOCKLER-PINTO, et al., 2014).
Outros ensaios clinicos também identificaram mudanga em marcadores inflamatorios
diferentes da PCR ap6s o consumo cronico de pequenas por¢cdes (STOCKLER-PINTO, et al.,
2014, 2015) ou agudo em porc¢des maiores (> 20g) (COLPO et al., 2014).

Apesar de possuir quase trés vezes mais AGS do que a maioria das castanhas (16,3 g
de AGS / 100g de castanha), o consumo de uma a cinco unidades de castanha-do-brasil ndo
eleva significativamente o consumo de AGS pela dieta (< 1% do valor calérico total) (TACO,
2011). Portanto, efeitos adversos causados pelo excesso de AGS nao sdo esperados.

O efeito das castanhas na perda de peso também tem sido investigado. Apesar de
serem alimentos de alta densidade caldrica, a ingestdo de castanhas ndo estd relacionada ao

ganho de peso (HOU et al., 2021; SABATE, 2003; SUGIZAKI; NAVES, 2018). Algumas
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hipéteses t€m sido levantadas para explicar a auséncia de ganho de peso como o aumento da
saciedade, da excrecdo de gorduras e redu¢@o no consumo de ultraprocessados (HOU et al.,
2021). Por outro lado, a adi¢do de castanhas a dieta sem o ajuste para promover déficit
calérico parece insuficiente para promover emagrecimento (HOU et al., 2021; SABATE,
2003). Ghanavati e colaboradores demonstraram que uma dieta restrita em calorias
suplementada com mix de castanhas durante oito semanas promoveu maior reducdo nas
concentracoes de IL-6 e ICAM-1 comparado ao controle (sem castanhas). Entretanto, ambos
os grupos perderam peso de forma semelhante (GHANAVATI et al., 2021).

Outro aspecto importante se refere a digestdo parcial das castanhas, especialmente
quando consumidas inteiras. O consumo de castanhas inteiras pode fornecer 16 a 25% menos
calorias do que o previsto nas tabelas de composi¢do porque estas ndo consideram a
mastigacdo e digestibilidade, e grande parte das castanhas ndo é absorvida (BAER;
NOVOTNY, 2018; GEBAUER et al., 2016; REHM; DREWNOWSKI, 2017; SUGIZAKI,
NAVES, 2018). Diante disso, alguns questionamentos podem ser feitos: os nutrientes nao
digeridos das castanhas, por exemplo, fibras, lipidios e polifendis, podem se tornar substratos
para a microbiota intestinal alterando-a? Essa mudanca na microbiota se relaciona com
melhorias na integridade da barreira intestinal por mecanismos anti-inflamatérios e
antioxidantes? Consequentemente, isso poderia contribuir para um melhor controle de peso?
Ainda, o consumo de castanhas poderia promover maior perda de peso, reducdo da
inflamacdo e, por consequéncia, melhorar a saide intestinal?

Uma metanalise recente indicou que o consumo de castanhas modifica a microbiota
intestinal em nivel de género, mas nao os filos ou a diversidade (CREEDON et al., 2020).
Houve aumento de Clostridium, Dialister, Lachnospira e Roseburia, e reducdo de
Parabacteroides, sem mudangas nos filos. Entretanto, os estudos incluidos eram de baixa
qualidade (alto risco de viés) e avaliavam apenas trés tipos de oleaginosas (nozes, améndoas e
pistache), portanto, a forca da evidéncia dessa metandlise ¢ fraca (CREEDON et al., 2020).
Outra revisao da literatura corrobora com esses achados, indicando que, em estudos de curto
prazo (< 8 semanas), a diversidade da microbiota pode ndo ser afetada. Além disso, ndo se
sabe se essas mudancas na microbiota sdo suficientes para produzir resultados mensurdveis
relacionados aos desfechos metabdlicos (FITZGERALD et al., 2021).

Atualmente sabemos que o efeito das castanhas na microbiota intestinal em humanos
depende ainda do tipo consumido, do tamanho da porcdo e do grau de processamento (por
exemplo, castanhas torradas, laminadas, inteiras, em pasta, etc.). Por exemplo, o consumo de

castanhas em pasta leva ao maior consumo caldérico devido a disponibilidade de lipidios
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comparado as castanhas inteiras que sdo parcialmente digeridas. Enquanto a pasta oferece
mais lipidios, as castanhas inteiras podem atuar mais como fonte de fibras, desse modo, o
consumo de pasta ou sementes inteiras pode afetar a microbiota por mecanismos diferentes
(BAMBERGER et al., 2018; HOLSCHER, et al., 2018).

As evidéncias do efeito da castanha de caju sobre a microbiota e permeabilidade
intestinal s@o escassas e baseadas em estudos com animais utilizando outras partes, como o
extrato da casca da castanha de caju (KANG et al., 2018; MAEDA et al., 2021; MORAES, et
al., 2019; SU, et al., 2021), ou extrato das folhas (ADEYEMI et al., 2021), ou do 6leo de
castanha de caju (MOITA et al., 2021; VIEIRA, et al., 2020, 2021).

Ao nosso conhecimento, ndo foi publicado nenhum ensaio clinico sobre o efeito
isolado da ingestdo de castanhas de caju ou castanha-do-brasil na microbiota ou na
permeabilidade intestinal. Entretanto, duas teses brasileiras foram identificadas. A primeira
avaliou o efeito do consumo didrio de uma castanha-do-brasil (370 pg de selénio) em 29
individuos com diabetes mellitus tipo 2, durante dois meses. Ndo houve mudanca na
composicdo global da microbiota, mas a diversidade interpessoal ( diversidade) variou
conforme mudancas na expressao de selenoproteina P (ALENCAR, 2019). A segunda tese
repetiu a mesma intervengdo, porém em 97 individuos saudédveis. Mais uma vez, ndo houve
mudanca na composi¢do global da microbiota, contudo, houve aumento de géneros
importantes a saide como Faecalibacterium, Bilophila e Bulleida (HASHIMOTO, 2019).

A microbiota eubidtica, ou seja, que estd em equilibrio, € muito estdvel sob condi¢des
de estresse leves ou de curta duracdo (SOMMER et al., 2017). Portanto, individuos saudaveis
podem apresentar uma microbiota mais estdvel, e pequenas mudangas na alimentagdo podem
ser insuficientes para produzir modificagdes quantificdveis. Em geral, os resultados dos
estudos sobre a microbiota intestinal variam amplamente, pois este ainda € um campo pouco
explorado e pouco compreendido pela academia devido a dificuldade de controle das
varidveis de confusdo e a complexidade das intera¢des entre microbiota-ambiente-hospedeiro.

Mais estudos sdo necessdrios para avancar no conhecimento sobre o papel das
castanhas, especialmente das castanhas brasileiras, sobre os desfechos de satide discutidos. E
preciso considerar que o tipo de castanha consumida, a por¢do, a frequéncia de consumo e
forma de preparo podem ser determinantes para o desfecho final (SILVEIRA, et al., 2020;
UKHANOVA et al., 2014). Por isso, acreditamos que o consumo didrio de castanhas
(castanhas brasileiras combinadas ou apenas castanha-do-brasil), associado a uma dieta
restrita em calorias, potencializard a perda de peso, devido ao seu potencial em modificar

alteracdes metabdlicas associadas a obesidade (Figura 2).
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Figura 2. Potenciais mecanismos envolvidos na modulacdo da inflamacao e satde intestinal,
apds o consumo regular de castanhas brasileiras (castanha de caju e castanha-do-brasil).
Nutrientes e compostos bioativos presentes nas castanhas, tais como os dcidos graxos
monoinsaturados (AGMI), polifendis, fibras e selénio, modulam os fatores de transcricdo
fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2) e fator nuclear kappa B (NF-kB), aumentando a
sintese de enzimas antioxidantes e reduzindo a producdo de citocinas inflamatorias. As partes
ndo digeridas das castanhas sdo utilizadas como substrato pelas bactérias intestinais,
contribuindo para aumento de bactérias produtoras de dcidos graxos de cadeia curta

(AGCC) e reducdo de bactérias potencialmente patogénicas, o que contribuiu para menor
inflamacdo e preservacdo da barreira intestinal. Figura de autoria propria.
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5. METODOLOGIA

5.1 Desenho do estudo

O presente estudo contempla as duas primeiras etapas do projeto guarda-chuva
“Estudo Castanhas Brasileiras”, sendo que a coleta do estudo foi realizada entre junho de
2019 e marco de 2020, e a coleta do estudo 2 entre agosto e dezembro de 2022, conforme

descrito a seguir:

e Estudo 1: tratou-se de um estudo clinico, randomizado controlado com duragao de
8 semanas, em que 40 mulheres foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos
experimentais paralelos, ambos submetidos a dieta com restricao de calorias: controle (CT)
(n= 19) ou interven¢do com castanhas brasileiras (n = 21), que inclui castanhas de caju e
castanhas-do-brasil (CC+CB), como publicado em CALDAS et al.,, 2022. Para a
aleatorizacdo, foi empregado o método de randomizacdo estratificada por blocos,
considerando as varidveis indice de massa corporal (IMC), gordura corporal percentual e
idade. O sistema de randomizacdo computadorizado software WinPepi, versao 11.65
(Copyright J.H. Abransom, 23 de agosto de 2016) foi utilizado para gerar a sequéncia de
alocacao das participantes.

De acordo com o calculo amostral, cada grupo devia conter, no minimo, 18
participantes. Esse valor foi definido com base no cdlculo amostral, utilizando a férmula
proposta por (MERA et al., 1998), e adotando-se um poder estatistico de 80% (a < 0,05).
Brevemente, foram selecionadas as duas medidas mais utilizadas em estudos de
interveng@o que avaliam a perda de peso em populacdes com risco cardiovascular: IMC e o
perimetro da cintura (PC). Nesse sentido, considerou-se uma diferenca esperada de 4% no
IMC e 2% no PC. Foram utilizados como referéncia os valores de baseline do estudo
“Effects of Daily Consumption of Cashews on Oxidative Stress and Atherogenic Indices in
Patients with Type 2 Diabetes: A Randomized, Controlled-Feeding Trial” (DARVISH
DAMAVANDI et al., 2019). O célculo completo esta descrito no APENDICE 4.

o FEstudo 2: tratou-se de um estudo clinico controlado, ndo randomizado, com duracdo
de 8 semanas, em que 56 mulheres distribuidas em dois grupos experimentais paralelos ambos
submetidos a dieta com restricdo de calorias: controle (CT) (n = 29) ou intervengdo com

castanhas-do-brasil (CB) (n = 27). Nesse estudo, 10 novas voluntdrias foram alocadas no
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grupo CT e outras 19 voluntdrias do estudo 1 completaram o grupo CT do estudo 2,
totalizando 29 voluntdrias neste grupo. Desse modo, o segundo estudo foi controlado, mas
ndo randomizado devido a impossibilidade logistica de coletar dados para um novo grupo
controle.

De acordo com o célculo amostral, cada grupo devia conter, no minimo, 30
participantes. Esse valor foi definido com base no calculo amostral, utilizando o software
GPower v. 3.1.9.7, e adotando-se um poder estatistico de 80% (a < 0,05). Brevemente,
consideramos a perda de peso como desfecho primério e utilizamos como referéncia as
diferencas médias na perda de peso encontradas no estudo “The effect of almonds on
anthropometric measurements and lipid profile in overweight and obese females in a weight
reduction program: A randomized controlled clinical trial” (ABAZARFARD; SALEHI;
KESHAVARZI; 2014) O célculo completo estd descrito no APENDICE 4.

Todas as participantes, independente do grupo, receberam a prescricio de uma dieta
restrita em calorias (-500 kcal/dia). A distribui¢do de macronutrientes planejada foi a mesma
em todos os grupos (controle ou intervengdo): 22% de proteinas, 48% de carboidratos, 30%
de lipidios, < 10% de AGS, < 10% de AGPI e 10-20% de AGMI. As mulheres pertencentes

ao grupo CT seguiram uma dieta isenta de castanhas durante todo o estudo.

e Estudo 1: As participantes do grupo CC+CB consumiram castanhas brasileiras
diariamente (30 g de castanha de caju e 15g de castanha-do-brasil). No estudo 1, foi
utilizado 30 g de castanha de caju porque a literatura indica que essa € a porcao
minima necessdria para se obter melhora metabdlica (GOBBO, DEL et al., 2015).
Além disso, foi utilizado 15 g de castanha-do-brasil porque essa por¢cao aportou 52
mcg de selénio, valor proximo a Recommended Dietary Allowance (RDA) (55 mcg)
(IOM, 2011), sem aumentar significativamente o consumo de AGS (<1% do valor

caldrico total) que estdo em alta concentragdo (28,4%) nessa castanha.

e FEstudo 2: O grupo CB consumiu diariamente 8 g de castanha-do-brasil. No estudo 2, a
castanha-do-brasil utilizada possuia maior conteido de selénio. Por isso, utilizamos 2
unidades/dia (8 g) para aportar uma alta dose de selénio (347,2 mcg), sem ultrapassar a
UL (400 mcg).

Durante a intervencao, as participantes compareceram ao laboratério nos dois dias de
coleta (inicial e final), e na quarta semana da intervengdo, para visita de monitoramento

presencial. Ao inicio e ao final da intervencdo as participantes foram submetidas a avaliacdo
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antropométrica e de composicdo corporal e a coleta de material biolégico (sangue, fezes e
urina). Todos os procedimentos de coleta realizados no estudo 1 foram realizados no estudo 2

(Figura 3).
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PERIODO DE INTERVENCAO
(8 semanas)

r

Dia experimental inicial J ( Dia experimental final }

-

- Antropometria e composi¢io corporal
(DXA, in body, perimetros)

- Recolhimento de amostras de fezes

- Coleta de sangue em jejum

- Teste de permeabilidade intestinal

- Recolhimento dos registros
alimentares (3 dias) ;

- Antropometria e composicao corporal (DXA, in
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- Entrega do alimento teste (apenas para grupo
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- Entrega do caderno do voluntdrio
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* Restri¢ao calérica = -500 kcal/dia
CC = castanha de caju; CB = castanha-do-brasil; DXA = Absorciometria de raios-x de dupla

@ = Visita de monitoramento e/ou aconselhamento nutricional presencial

F = Monitoramento online (via whatsapp ou video chamada)

Figura 3. Fluxograma do estudo.
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5.2 Aspectos éticos

Os dois estudos deste projeto foram submetidos como projetos independentes ao
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vicosa
(CEPH/UFV) e ao Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (ReBEC). Desse modo, todos os
procedimentos descritos nesse projeto estdo de acordo com a Resolugdo CNS/466 de 2012 e
Declaracdo de Helsinki, foram aprovados e registrados, sob os nimeros de aprovacgdo e

registro a seguir:

e Estudo I: Titulo “Efeito do consumo didrio de castanhas brasileiras sobre redugdo do
peso e composi¢do corporal, metabolismo energético, apetite, ingestdo alimentar,
reguladores metabdlicos e marcadores genéticos” (CAAE: 92004818.0.0000.5153; N°
2.832.601/2018 e Identificador ReBEC RBR-3ntxrm)

e Estudo 2: Titulo “Efeito do consumo diario de castanha-do-brasil (Bertholetia excelsa
H.B.K) sobre redu¢do do peso e composi¢do corporal, metabolismo energético,
apetite, ingestdo alimentar, reguladores metabdlicos e marcadores genéticos” (CAAE
21448719.0.0000.5153; N° 3.649.033/2019 e Identificador ReBEC RBR-8zfn5c¢)

Na triagem, todas as participantes foram informadas sobre os objetivos e
procedimentos a serem realizados. Aquelas que aceitaram participar do estudo sem oposi¢ao
aos objetivos e procedimentos foram convidadas a assinar o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido em duas vias (APENDICE 1).

5.3 Alimento teste

As castanhas-do-brasil e castanhas de caju utilizadas no estudo 1 foram produzidas no
Brasil, procedentes das empresas Inovam Brasil® e Embrapa® (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria), respectivamente. J4 as castanhas-do-brasil utilizadas no estudo 2
foram produzidas no Brasil, no estado do Amazonas, e fornecidas pela empresa ECONUT.

A matéria-prima foi obtida de uma mesma safra, porcionada em embalagens
laminadas, seladas a vacuo (Seladora Selovac modelo 200 B) e armazenadas em freezer a -
20°C até o momento de sua distribuicdo as participantes. As castanhas foram entregues em
dois momentos: no dia da coleta inicial e na visita de monitoramento presencial na quarta
semana. A entrega das castanhas foi feita em etapas para melhor controle da conservacdo do

alimento e da quantidade consumida.
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5.4 Determinaciao da composicao das castanhas brasileiras

Ap0s triturar as castanhas, o teor de proteinas, lipidios, cinzas, fibras e umidade foram
determinados de acordo com os métodos da Association of Olfficial Agricultural Chemists
(AOAC, 1995). A quantidade total de carboidratos foi calculada pela diferenca: 100 - (% dgua
+ % proteina + % lipidios + % cinza). O perfil lipidico foi analisado em um cromatdgrafo
gasoso modelo CG Solution da marca SHIMADZU, equipado com detector FID. A

concentracao de selénio foi determinada por espectrofotometria de absor¢ao atomica.

5.5 Critérios de inclusdo e nao inclusao

Foram incluidas mulheres adultas (21 a 55 anos), com IMC > 27 kg/mz, excesso de
gordura corporal (= 32%), PC elevado (> 80 cm) e pelo menos mais um fator de risco
cardiometabdlico, que poderia ser: pressdo arterial > 130/90 mmHg, triglicerideos > 150
mg/dL, glicemia de jejum > 100 mg/dL e < 130 mg/dL. Porém, mulheres com IMC > 30
kg/m? foram incluidas mesmo quando nio apresentavam nenhum outro fator de risco
cardiometabdlico além da obesidade, desde que atendessem aos critérios relacionados a
antropometria € composi¢ao corporal.

Nao foram incluidas pessoas com alergia a castanhas ou outros frutos secos, gestantes
ou lactantes, mulheres na menopausa, atletas, fumantes, veganas, diabéticas, trabalhadoras
noturnas, pessoas em uso de medicamentos (corticosteroides, anti-inflamatorios, antibidticos)
ou suplementos, que relataram adesdo a dietas de emagrecimento nos ultimos 3 meses ou
variacdo de peso superior a 6%, ainda que involuntdria, que relataram teste positivo para
COVID-19 nos ultimos 30 dias ou que ndo foram liberadas pelo médico apds teste positivo,
independente do tempo, que relataram consumo excessivo de dlcool (> 170 g/semana) ou
consumo habitual de castanhas (> 30g/dia para castanha de caju e > 5 g/dia para castanha-do-

brasil) ou problemas de mastigacao.

5.6 Recrutamento e triagem

As participantes do estudo foram recrutadas na comunidade local (Vicosa, Minas
Gerais, Brasil) por meio da afixacdo de cartazes e distribui¢ao de panfletos no comércio local,
nos Programa de Saude da Familia (PSF), nos Nicleos de Apoio a Saude da Familia (NASF)

e divulgacdo do estudo em emissoras de rddio e redes sociais, deixando a disposi¢do um
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telefone e e-mail para contato. Apds contato telefonico, ou por e-mail, foi realizada uma
triagem telefOnica para agendar uma visita presencial para aquelas participantes pré-
selecionadas e interessadas em participar do estudo.

Na primeira visita, as participantes foram informadas sobre todos os procedimentos.
Em seguida, foi verificada a elegibilidade das participantes por meio de um questiondrio de
selecdo presencial semiestruturado (APENDICE 2) com questdes referentes a histéria clinica
e dietética, dados sociodemograficos, antropométricos e de composi¢do corporal, pressido
arterial e exames bioquimicos dos ultimos trés meses apresentados pela voluntaria (quando
disponiveis). Ainda na ocasido dessa primeira visita, as participantes selecionadas foram
orientadas a preencher trés registros alimentares de 24 horas em dois dias da semana e um dia

de final de semana, para avaliacdo do seu consumo habitual.

5.7 Periodo pré-intervencao (run-in)

ApOs a verificacdo dos critérios de elegibilidade na triagem, as participantes iniciaram
o periodo pré-intervencdo (run-in), a fim de identificar e excluir participantes com baixo
potencial de adesdo ao protocolo da pesquisa. Esse periodo teve duracdo de 7 dias e as
participantes foram instruidas a manter sua alimentacdo e atividade fisica habituais, ndo
consumir determinados alimentos (azeite de oliva, bebidas alcdolicas, castanhas, pasta de
amendoim, abacate, suplementos vitaminicos, minerais ¢ dmega 3) e ndo fumar nesse periodo.
Ao final dos 7 dias, as participantes compareceram novamente ao laboratério. Foram
excluidas aquelas que relataram ndo conseguir aderir as recomendagdes ou apresentaram

variacdo superior a 1 kg no peso corporal.

5.8 Planos alimentares e restricio caldrica

Ao iniciar a intervencdo, todas as participantes receberam cinco opg¢des de carddpio
alimentar restrito em calorias para serem seguidos durante as oito semanas do estudo
(APENDICE 3). A restri¢ao caldrica foi calculada subtraindo-se 500 kcal da necessidade
caldrica didria (Estimated Energy Requirement (EER)) (IOM, 2005) e a distribuicdo dos
macronutrientes obedeceu as recomendagdes das diretrizes para manejo da obesidade
(AHA/ACC et al., 2014). Todos os carddpios foram calculados em planilha do excel, com
base nas tabelas brasileiras de composi¢ao dos alimentos (BRASIL, 2011; TACO, 2011).
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A dieta foi fracionada em cinco refei¢cdes: desjejum, lanche da manha, almocgo, lanche
da tarde e jantar. Os grupos intervencdo consumiram as castanhas no lanche da manha.
Portanto, no estudo 1, as participantes do grupo interven¢do comeram apenas as castanhas
brasileiras no lanche da manha (~280 kcal), enquanto que as participantes do estudo 2
consumiram as castanhas-do-brasil junto com iogurte e fruta (~280 kcal), e as participantes do
grupo controle comeram lanche equivalente em calorias e macronutrientes, mas isento de
castanhas.

As refei¢des dos cinco carddpios foram equivalentes em calorias, de forma que a
voluntdria podia optar pelo desjejum do carddpio 1, o almo¢o do carddpio 2, o lanche da
manhd do carddpio 3, sem que isso modificasse a ingestdo didria total de calorias ou
macronutrientes, possibilitando maior variedade na dieta. Os alimentos incluidos no carddpio
foram selecionados considerando o habito alimentar e a classe socioecondmica das

participantes.

5.9 Coleta de material biologico

A coleta (inicial e final) foi dividida em dois dias: um para entrega das fezes e
realizacdo do teste de permeabilidade intestinal no Laboratério de Metabolismo Energético e
Composi¢ao Corporal (LAMECC), e outro para coleta sangue e avaliagdo da composi¢ao
corporal pelo DEXA (Absorciometria de raios-x de dupla energia, do inglés Dual-energy X-
ray Absortiometry) na Divisdo de Saide da UFV (DSA-UFV). As participantes foram
orientadas a coletar a amostra de fezes a qualquer momento do dia e manté-la sob refrigeracao
(4°C) em uma caixa de isopor com gelo fornecida pelos pesquisadores, dentro da geladeira,
até sua entrega no laboratério na manha seguinte, ou no periodo mais curto possivel apds a
coleta sem ultrapassar 24 horas, pois nem todas evacuam diariamente. Também foram
orientadas a coletar toda a urina produzida apdés consumir o jantar padronizado (urina
noturna). Essa urina foi armazenada em recipiente pldstico com capacidade de 2L e mantida
sob refrigeracdo (4°C), para ser utilizada como urina controle.

No primeiro dia de coleta (ndo consecutivo), as participantes compareceram ao
LAMECC ap6s jejum de 10-12 horas. Foram recolhidas as amostras de fezes e a urina
noturna, e realizada a avalia¢do antropométrica (item 5.11), incluindo afericao dos perimetros
da cintura e do quadril, peso corporal, altura e avaliacio da composi¢do corporal. Na
sequéncia, foi realizado o teste de permeabilidade intestinal, de modo que as participantes

ingeriram em até 10 minutos, 200 mL de uma soluc¢do contendo lactulose (10 g), manitol (5 g)
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e sacarose (20 g). A partir desse momento, a voluntdria permaneceu no laboratério por 4 horas
e meia, durante as quais todo o volume de urina foi coletado em um recipiente para
armazenamento da urina pds-prandial. Nos primeiros 60 minutos ndo foi permitido a ingestao
de alimentos ou dgua. A partir de entdo, as participantes ingeriram somente dgua (150 mL
ap6s 2 e 3 horas de teste). O volume total de urina coletado em jejum (urina noturna ou
controle negativo) e pos-prandial foi aliquotado (30 mL) e acrescido de timerosal (7 mg) para
impedir crescimento microbiano. As amostras de urina e fezes foram armazenandas a -80°C
até o momento das andlises.

No segundo dia de coleta, as participantes compareceram a DSA-UFV, apds jejum
noturno de 10h, para realizacdo do DEXA e coleta de sangue. As amostras de sangue (20 a 30
ml) foram coletadas a vacuo por um profissional da enfermagem capacitado. O sangue foi
coletado em tubos adequados para sorologia, tubos EDTA e tubos para andlise de elementos
tracos e permaneceu em repouso por 20 minutos a 4°C, antes de serem centrifugados a 3500
rpm por 15 minutos a 4 °C. Em seguida, procedeu-se a separacdo de amostras bioldgicas
(soro, plasma, células mononucleares, eritrécitos e sangue total) em microtubos que foram
armazenados em ultra-freezer (Thermo Scientific/Forma 900 Series®) a -80° C até o momento
da andlise.

Quinzenalmente, foi feito o contato remoto com as participantes via WhatsApp ou
chamada de video para verificar e motivar a adesdo ao protocolo da pesquisa, € na quarta
semana foi feito o monitoramento presencial para avaliacdo do peso corporal e da ingestao
alimentar pelo recordatdério alimentar de 24 horas (R24h). Todas as avaliagdes e coletas

realizadas na coleta inicial foram repetidas ao final do estudo, no dltimo dia de intervengao.

5.10 Adesao ao protocolo e critérios de descontinuidade

A adesdo das participantes foi avaliada por meio de R24h, além da dosagem das
concentracdes plasmdticas de selénio ao final da intervengdo. Foram excluidas aquelas que
ndo seguiram o protocolo de intervengdo, apresentaram efeitos adversos, engravidaram,
manifestaram sintomas de menopausa (diagnosticados pelo médico) ou testaram positivo para
COVID-19. Para estimular a adesdo ao protocolo da pesquisa, as participantes receberam um
caderno do projeto Castanhas Brasileiras contendo informagdes sobre todos os procedimentos
do estudo, as orientagdes a serem seguidas durante o periodo de intervencgdo, telefones para

contato e campos para anotagdo. Nesse caderno, elas deveriam registrar qualquer alteracao no
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tipo e/ou dosagem de medicamentos de uso continuo, bem como mudancas no estado de

saude geral.

5.11 Antropometria e composi¢cao corporal

A antropometria foi realizada no primeiro e no dltimo dia de interven¢do, apds jejum
de 10h. As participantes foram orientadas a usar roupas leves, esvaziar a bexiga, retirar os
sapatos e quaisquer outros acessorios antes da avaliagdo. A estatura foi medida em
estadiometro vertical milimetrado com extensdo de 2,2 m (precisdo 0,5 cm) e, no momento da
aferi¢do, a voluntdria estava em pé, em posicao firme, com o calcanhar e nddegas apoiados na
superficie posterior do estadidmetro, os bracos relaxados, cabelos soltos e cabeca posicionada
no plano de Frankfurt.

A composi¢ao corporal foi avaliada por meio da técnica de DEXA com tecnologia fan-
beam (Lunar Prodigy Advance DXA System, versao 13,31, GE Lunar), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante. Como método alternativo, foi utilizado o dispositivo de andlise
de impedancia bioelétrica (Inbody 230, Biospace Corp., Seoul, Korea) com capacidade de
150kg e precisdao de 100g, para determinar o peso e a composi¢do corporal. O IMC foi
calculado dividindo-se o peso (kg) pela altura (m) ao quadrado e classificado de acordo com
os pontos de corte propostos pela Organizagdao Mundial da Saude (WHO, 2017).

Os perimetros do quadril (maior proeminéncia) e da cintura (sobre a cicatriz umbilical)
foram medidos com fita ineldstica (precisdao 0,1 cm). No momento da afericdo as participantes
estavam de pé, com as pernas firmes no chdo e abertas na linha dos ombros, cabeca
posicionada no plano de Frankfurt e bragcos cruzados de modo que as mdos tocassem 0s

ombros. A medida da cintura foi feita no momento da expiragao.

5.12 Avaliacao do Consumo Alimentar

O consumo alimentar habitual foi avaliado antes de iniciar o estudo, no periodo de
run-in, quando as participantes preencheram trés registros alimentares referentes a dois dias
de semana e um dia de final de semana. Durante o estudo foi aplicado um R24h na visita de
monitoramento presencial, para verificar a adesdo ao protocolo. Os trés registros alimentares
foram aplicados novamente ao final da intervengao.

As informagdes de ingestdo alimentar obtidas pelos inquéritos alimentares foram

registradas no software Erica-REC24h (BARUFALDI et al., 2016), em que estdo cadastrados
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quase dois mil alimentos extraidos da base de dados de aquisicdo de alimentos e bebidas
da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF 2008/2009), realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2010). Os alimentos que ndo constavam na base de dados do
ERICA-REC24h foram incluidos pelos pesquisadores. Para estimar a ingestdo de energia,
macro e micronutrientes, utilizou-se o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS Inc. versdo 24.0), onde a quantidade de alimentos consumida (g ou mL) foi relacionada

aos dados de uma tabela de composicao nutricional (IBGE, 2011).

5.13 Biomarcadores inflamatorios

A concentragdo plasmatica de PCR foi determinada pelo método ultrassensivel
utilizando kit comercial especifico (Quibasa-Quimica Bdsica) e a técnica de
imunoturbidimetria em auto-analisador (Mindray / BS-200® Chemistry Analyzer). Foram
excluidos das andlises os valores de PCR superiores a 45 mg/dL.

As concentragdes das citocinas plasmadticas foram determinadas por citometria de
fluxo usando o equipamento BD Citometro de fluxo FACSVerse ™ (BD Biosciences, EUA).
A concentragdo plasmadtica das citocinas (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, TNF e IL-17A) foi medida
usando um kit comercial (Cytometric Bead Array CBA Human, BD Biosciences, EUA) de
acordo com as instrugdes do fabricante. Os dados foram analisados usando FCAP Array

Software v3.0 (BD Biosciences, EUA).

5.14 Permeabilidade intestinal

O teste de permeabilidade se baseia na diferenca da absorcao de dois carboidratos nao
metabolizdveis, a lactulose e o manitol. Em situa¢des adequadas, o percentual de absorcao do
manitol varia entre 5 e 30%, enquanto que a lactulose ndo € absorvida (aceitavel < 0,5%).
Para razdo lactulose manitol, considera-se aceitavel valores < 0.030 (DAMMS-MACHADO
et al., 2017). Para as andlises, a urina foi descongelada, homogeneizada em vértex e 2 ml de
urina foi retirado com auxilio de uma seringa estéril. A seringa foi acoplada a uma membrana
microporosa polietersulfonica (PES) (0,22 pym x 13 mm), de modo que a amostra foi filtrada
diretamente em vials para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O volume final de
urina filtrada nos vials foi de 600 pl.

A excre¢do de lactulose e manitol na urina foi quantificada por HPLC usando

equipamento Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a detector de indice de refracdo (IR)
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(Shodex RI-101) mantido a 40 °C. Os analitos foram separados isocraticamente em coluna
Aminex HPX-87C (250 x 4,0 mm) mantida a 70 °C. Agua ultrapura foi usada como fase
moével com fluxo de 0,3 mL/min. A curva de calibracdo foi estabelecida com o uso de
lactulose e manitol como padrdes externos. O volume total de urina coletada foi multiplicado
pela concentracdo de cada acgucar, a fim de obter a quantidade total excretada na urina. Os
resultados foram expressos como porcentagem de excrecao de manitol (% M) e lactulose (%
L) e como a razdo lactulose/manitol (L/M). O ponto de corte da razao LM > 0,035 foi adotado
para classificar a permeabilidade intestinal aumentada (LINSALATA et al., 2014, 2018).

5.15 Acidos graxos fecais de cadeia curta (AGCC)

Para determinacdo dos AGCC nas fezes, foram preparadas duas solucdes: solucao de
hidréxido de cédlcio (CHS) e solugdo de sulfato cuprico (CSR). A solugdo CHS foi preparada
diluindo 52,9 g de hidréxido de célcio (Ca(OH)2) em 200 mL de &4gua ultrapura e
homogeneizando com auxilio de uma barra magnética. A solu¢do CSR foi preparada diluindo
50 g de sulfato cuprico (CuSOs. SH20) em 300 ml de dgua ultrapura, adicionado de 2 g de
acido crotodnico (dcido 2 butendico) como padrdo interno. A mistura foi homogeneizada e o
volume completado para 400 ml.

Para realizar o preparo das amostras, as fezes foram descongeladas em temperatura
ambiente e aliquotadas (500 mg) para serem diluidas em 1 ml de dgua ultrapura. A mistura foi
homogeneizada no vortex por 5 minutos. O sobrenadante (600 uL) foi transferido para um
microtubo de 2 ml onde foi adicionado 600 uL da solucao CHS e 300 uL da solucdo CSR,
seguido da agitacdo no vortex por 10 segundos e congelamento. Em seguida, as amostras
foram descongeladas e centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos. O sobrenadante (1,0 ml) foi
transferido para novos tubos de microcentrifuga, adicionado de 28 pLL de H2SO4 concentrado
e novamente congelado. Os tubos foram descongelados e recongelados em sequéncia. Por
fim, as amostras foram descongeladas, centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos, e 600 puL do
sobrenadante foi transferido para vials de HPLC para analise.

As amostras foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
usando cromatégrafo Dionex Ultimate 3000 Dual acoplado a detector de indice de refracdo
(IR) Shodex RI-101, mantido a 40 °C. Os &4cidos organicos foram separados isocraticamente
em coluna Phenomenex Rezex ROA, 300 x 7,8 mm mantida a 40 °C. O acido sulfarico 5 mM
(H2S04) foi usado como fase moével com fluxo de 0,7 mL/min. Os acidos acético, propidnico

e butirico foram usados como padrdes externos na curva de calibracdo.



53

5.16 Potencial hidrogenionico (pH) fecal

O pH das fezes foi determinado utilizando um pHmetro (Instrutherm®, modelo PH-

1900), apds a diluicdo e homogeneizacao de 500 mg de fezes em 5 mL de dgua ultrapura.

5.17 Selénio plasmatico

As concentracdes plasmdticas de selénio foram determinadas em um laboratério
comercial, por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado, conforme
protocolos padroes. Até o momento, ndo ha valores de corte universais para o selénio
plasmatico. Consideramos valores < 70 pg/L como selénio baixo, e 70-90 pg/L como faixa
normal, considerando os valores minimos necessdrios para atingir a atividade 6tima da

selenoproteina (ALCANTARA et al., 2022; CAO et al., 2022).

5.18 Analise da microbiota intestinal por sequenciamento do gene 16S rRNA

As participantes forneceram amostras de fezes no inicio e no final da interven¢do, que
foram armazenadas em criotubos e permaneceram congeladas a -80 ° C até a extracdo do
DNA microbiano.

O DNA gendmico total foi extraido de amostras de fezes (300mg), seguindo um
protocolo de ruptura mecénica (agitacio e impacto) e extragdo de fenol/cloroférmio
(STEVENSON; WEIMER, 2007). A concentragdo e a qualidade do DNA foram determinadas
por espectrofotometria medindo A260/280. Amplicons da regido 16S rRNA V3-V4 foram
gerados usando primer direto 341F (5'-CCTAYGGGRBGCASCAG-3") e primer reverso
806R (5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3") e um adaptador de conjunto de primers com
codigo de barras para a plataforma Illumina NovaSeq (Illumina, San Diego, Califérnia, EUA)
(CAPORASO et al., 2012). As amostras foram carregadas em uma célula de fluxo Illumina
para reacdes de sequenciamento pareado usando a plataforma Illumina NovaSeq PE250 na
Novogene Corporation no campus da Universidade da Califérnia em Davis (Sacramento,
Califérnia, EUA). Amplicons foram sequenciados em uma corrida NovaSeq 2x250bp usando
primers e procedimentos de sequenciamento personalizados (CAPORASO et al., 2012). As

sequéncias obtidas para todas as amostras foram submetidas ao banco de dados Sequence
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Read Archive (SRA) no National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) sob o nimero de acesso PRINA860372.

O processamento e a andlise dos dados foram realizados no software Mothur v.1.44.3
(SCHLOSS et al., 2009). Em resumo, as leituras de extremidade pareada R1 e R2 foram
unidas e as sequéncias menores que 380 ou maiores que 440 bp foram removidas. Sequéncias
que continham homopolimeros com pelo menos oito nucleotideos ou contendo pares de bases
ambiguos também foram eliminadas. Sequéncias de quimera foram detectadas e removidas
usando UCHIME versao 4.2 (EDGAR et al., 2011). Ap6s a limpeza das sequéncias, elas
foram alinhadas com o gene 16S rRNA usando o banco de dados SILVA v.138 (QUAST et
al., 2012).

As sequéncias finais pareadas foram agrupadas em Unidades de Taxonomia
Operacional (OTUs). Cada OTU representa um grupo geneticamente unico de organismos
bioldgicos, e foi adotado ponto de corte de similaridade de sequéncias de 97%. A
classificacdo taxondmica das OTUs foi realizada com base no banco de dados SILVA v.138
As amostras foram agrupadas de acordo com o grupo experimental (controle ou intervencao)
e momento da intervencdo (linha de base e apds 8 semanas). A cobertura de todas as
amostras foi avaliada pelo estimador de cobertura Good’s coverage, considerando como ponto
de corte >97%. Para corrigir o viés de amostragem devido a tamanhos de bibliotecas de
amplicons desiguais, as amostras foram normalizadas para o menor nimero de sequéncias

produzidas a partir de qualquer amostra.

5.19 Analise estatistica

O calculo do poder foi realizado no software GPower v. 3.1.9.4, utilizando como
variavel principal a excre¢do de lactulose (%). Foram selecionadas as op¢des a posteriori nao
paramétricos, significancia bilateral (o = 5%) e foi utilizado a média + DP de ambos os
grupos intervengao.

As andlises foram realizadas no software SPSS (versdo 24.0) adotando nivel de
significancia de 5% em todos os testes. A distribuicdo das varidveis (simétricas ou
assimétricas) foi analisada pelo teste de Shapiro Wilk. Os dados foram expressos como média
+ erro padrao (EP), box plot ou grifico de barras. O teste t para amostras independentes ou
Mann-Whitney foram usados para detectar diferengas entre grupos. Ja o teste t pareado ou o

teste de Wilcoxon foram usados para avaliar diferencas intragrupo. As correlacdes de Pearson
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e Spearman foram utilizadas para investigar associacdo entre permeabilidade intestinal,
varidveis antropométricas, citocinas € microbiota intestinal.

A andlise de regressdo linear simples foi realizada para verificar se o aumento do
selénio plasmatico (varidvel explicativa) é preditivo de redugdo de citocinas inflamatérias
(varidveis dependentes), e também se reducdes na concentracdo de citocinas (varidveis
explicativas) sdo preditivas de redugdes na razdo LM (varidvel dependente). Os residuos
foram avaliados segundo os pressupostos de normalidade, homocedasticidade, linearidade e
independéncia.

A tabela de dados normalizada foi usada para calcular a diversidade alfa e beta, bem
como para calcular a abundancia relativa de OTUs. Os indices Chaol, Shannon e Simpson
foram usados para estimar a diversidade alfa da comunidade microbiana, e as diferencas intra
e entre grupos foram analisadas por meio dos testes t pareado e para amostras independentes,
respectivamente.

Andlises de beta diversidade foram realizadas a fim de comparar a composicao
microbiana entre os grupos na linha de base e apds intervencdo. A beta diversidade foi
avaliada estatisticamente ao nivel das OTUs, filo e género, usando o software Past (versdao
4.05, pela PCoA) com base no indice de dissimilaridade de Bray-Curtis e andlise multivariada
permutacional (PERMANOVA, permutagcdes de Monte Carlo), adotando-se 10.000
permutacoes.

Diferencas na abundéncia relativa das diferentes categorias taxonOmicas foram
avaliadas pelo teste de Kruskal-Wallis com post hoc Tukey-Kramer, utilizando o software
Statistical Analysis of Metagenomic Profiles (STAMP v.2.1.3) (PARKS, et al., 2014). O
efeito das intervengdes (controle x intervencdo com castanhas brasileiras) na abundancia de
taxons bacterianos em nivel de OTU, filo e género foi analisado pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis H-test usando taxa de falsa descoberta (FDR) pela correcdo de Benjamini para
comparagdes multiplas (STAMP; versao 2.1.3). As diferengas intra-grupo (linha de base x 8
semanas) foram identificadas utilizando Wilcoxon e as diferencas entre grupos (controle x
intervencdo) foram identificadas utilizando Mann-Whitney para amostras independentes.

O Tamanho do Efeito da Andlise Discriminante Linear (LEfSe) (SEGATA et al.,
2011) foi calculado para identificar as OTUs (em nivel de género ou acima) que mais

diferiram em abundancia na linha de base e ap6s 8 semanas, segundo o grupo de tratamento.
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5.20 Retorno as participantes

Todas as participantes receberam, ao final da interven¢do, um relatério individual
contendo todas suas medidas antropométricas aferidas durante a pesquisa. Além disso, foram
orientadas manter uma alimentacdo saudavel apds o fim da interven¢do, incluindo novamente
na alimentacdo os alimentos que haviam sido excluidos (azeite, abacate, castanhas, etc.),
respeitando os principios da variedade e moderacdo. As participantes excluidas ainda no
periodo de run-in ou durante a intervengdo, também foram orientadas sobre alimentacdo
saudavel e receberam o relatério com todas as informacdes coletadas até o momento do

desligamento.
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6. RESULTADOS - Artigo Original 1 (Estudo 1)

Daily consumption of cashew nut and Brazil nut modifies the intestinal health of women
with overweight/ obesity ongoing energy-restricted intervention: a randomized

controlled trial (Brazilian Nuts Study)

Brenda Kelly Souza Silveira, Daniela Mayumi Usuda Prado Rocha, Hércia Stampini Duarte
Martino, Mariana Granciere, Mariana Juste Contin Gomes, Hildrio Cuquetto Mantovani,

Josefina Bressan, Helen Hermana Miranda Hermsdorff

ABSTRACT

Background/objective. Increased intestinal permeability (IP) and dysbiosis are related to
obesity, while nuts can provide nutrients and bioactive compounds that modulate gut
microbiota and inflammation, enhancing the beneficial effects of weight loss. Therefore, we
evaluated the effect of consumption of cashew nuts (Anacardium occidentale L..) and Brazil
nuts (Bertholletia excelsa H.B.K) on intestinal permeability and microbiota, fecal short-chain
fatty acids (SCFA) and pH, inflammation and weight loss in energy restriction condition.
Methods. In this 8-wk randomized controlled trial, 40 women with overweight/ obesity were
allocated into two energy-restricted groups (-500 kcal/day): control group (CO: free of nuts)
or Brazilian nuts group (BN: 30g cashew nuts and 15g Brazil nuts per day). Permeability was
analyzed by the lactulose/mannitol test (LM ratio) and the microbiota by sequencing the 16S
gene in the V3-V4 regions. Plasma inflammatory cytokines (TNF, IL-6, IL-10, IL-8, IL-17A)
and CRP were analyzed. Results. In total, 25 women completed the intervention. Both groups
lost weight without statistical differences. Lactulose excretion increased only in the CO group
(p < 0.05). The BN consumption increased fecal propionic acid and potentially beneficial
bacteria, such as Ruminococcus, Roseburia, NK4A214_groups, and UCG-022, but also
Lachnospiraceae family, Bacteroides, and Lachnoclostridium, compared to the CO group.
Changes in IP were correlated to a greater reduction in body fat (kg), IL-8, and increases in
Ruminococcus abundance. Conclusion. Our results indicate a beneficial effect of BN
consumption in an energy-restricted condition, related to an increase in potentially beneficial
bacteria and body fat loss as pathways. Besides, BN consumption protected against increased

intestinal permeability but was insufficient to reduce permeability or enhance weight loss.
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Finally, the effect of BN on intestinal health needs to be evaluated in the context of higher

fiber and lower lipids diets. Brazilian Registry of Clinical Trials — ReBEC (ID: RBR-3ntxrm).

KEYWORDS: short-chain fatty acids; inflammation, obesity, selenium, dysbiosis.
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INTRODUCTION

Obesity, characterized by excessive body fat, is a risk factor for cardiovascular
diseases due to various metabolic disorders, low-grade inflammation, and oxidative stress
(LEITE et al., 2021; OLIVEIRA, et al., 2020; SILVA, et al., 2021). Obesity itself is also able
to induce derangements in intestinal health, regardless of a dietary pattern (NAGPAL et al.,
2018). This condition contributes to an imbalanced gut microbiota profile, leading to
increased extraction of from food, disruptions in genes that regulate energy metabolism, and
epithelial damage by pro-inflammatory mechanisms (AOUN; DARWISH; HAMOD, 2020;
DAVIS, 2016). Thus, obesity also is related to lower microbial diversity and disorders in
intestinal health (AOUN; DARWISH; HAMOD, 2020; CANDIDO et al., 2018; GERARD,
2016).

The products of microbiota metabolism, especially short-chain fatty acids (SCFA),
such as acetate, propionate and butyrate, can act locally on the intestine or systemically reach
distant organs such as liver, kidneys and brain, via portal circulation. These SCFA can be
oxidized and used as energy sources by enterocytes or transported via the portal vein to the
circulation (INCZEFI et al., 2022; USUDA; OKAMOTO; WADA, 2021; ZENG; INOHARA;
NUNEZ, 2017). SCFAs also contribute to the control of inflammation by regulating the
expression of inflammatory cytokines and the immune system (BOULANGE et al., 2016;
ZENG; INOHARA; NUNEZ, 2017).

In this context, energy restriction and healthy eating habits are the main strategies to
reverse obesity and unbalances in intestinal health (HERMSDORFF, et al., 2011). Weight
loss and diets rich in fiber and polyphenols effectively reduce intestinal permeability,
increasing the proportion of potentially beneficial bacteria and reducing inflammation (DEL
BO’ et al., 2021; SILVEIRA, et al., 2018; TILVES et al., 2022; TWARDOWSKA et al.,
2022). In this sense, nuts are important sources of these nutrients, contribute to increased
satiety and exert a probiotic effect (HOU et al., 2021; LAMUEL-RAVENTOS; ONGE, 2017;
ROCHA et al., 2023).

The scientific literature reports that regular consumption of nuts promotes better body
weight control (LIU, et al., 2019; MARTINEZ-GONZALEZ; BES-RASTROLLO, 2011;
SILVA, et al., 2022), reduce inflammation (RAJARAM; CONNELL; SABATE, 2010) and
oxidative stress (STOCKLER-PINTO, et al.,, 2014), and modulates the microbiota
(CREEDON et al., 2020; OJO, et al., 2021). However, most of these studies investigated the

effect of walnuts, almonds, pistachios, and other nuts, and have an epidemiological design.
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Regarding the Brazilian nuts (BN), the cashew nut (Anacardium occidentale L.) is
native to South America and stands out for being rich in unsaturated fatty acids (79.7%),
mainly oleic (60.7%), and linoleic fatty acids (17.8%) %) (RICO; BULLO; SALAS-
SALVADO, 2015), while Brazil nut (Bertholletia excelsa H.B.K) stands out for being one of
the main sources of selenium (100 to 1000 mcg/g dry weight) in the form of
selenomethionine, the most bioavailable form (CARDOSO, et al., 2017; SILVEIRA, et al.,
2020). Both BN are sources of polyphenols, monounsaturated fatty acids (MUFA), n-3 series
fatty acids, and fiber that act to reduce intestinal permeability and modulate beneficially the
microbiota (DEL BO’, et al., 2021; INCZEFI et al., 2022; TWARDOWSKA et al., 2022).

Despite their attractive nutritional composition, the BN is among the least studied nuts
(INC, 2016). In addition, most studies evaluated the effect of BN in the context of the habitual
diet (GODOS et al.,, 2022; SILVA, et al., 2022; SILVEIRA, et al., 2020), and to our
knowledge, no clinical trial has investigated the effect of BN on gut microbiota and intestinal
permeability. Furthermore, the addition of nuts to the usual diet seems insufficient to promote
weight loss (HOU et al., 2021; SABATE, 2003). Considering that obesity alone, regardless of
diet, promotes changes in intestinal balance (NAGPAL et al., 2018), energy restriction is
necessary to enable significant improvements in intestinal health, and BN potentially
enhances the results.

Thus, this study aimed to evaluate the effect of the consumption of BN (cashew —
Anacardium occidentale L. — and Brazil nuts — Bertholetia excelsa H.B.K.) on gut microbiota
and intestinal permeability, fecal fatty acids, and inflammation among women with
overweight/ obesity ongoing an energy-restricted intervention. We hypothesize that BN would
enhance intestinal health, through increased weight loss and inflammation, in additionally to

the traditional weight loss approach.

METHODOLOGY

Brazilian Nuts Study

The present study analyzed intestinal health and inflammation data from an eight-week
randomized, parallel, controlled clinical trial of the Brazilian Nuts Study, registered in the
Brazilian Registry of Clinical Trials (ReBEC) identifier ReBEC RBR-3ntxrm. The BN
composition was described by Caldas et al. (2022), with unsaturated fatty acids representing

75.9% of total fat in Brazil nuts and 84.6% in cashews.
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The Ethics Committee of Universidade Federal de Vigcosa approved study protocol
(CAAE: 92004818.0.0000.5153; N° 2.832.601/2018), being in accordance with Helsinki
Declaration. All participants were informed about the research objectives and procedures and
signed a free informed consent form.

Data collection occurred between June 2019 and March 2020 at the Laboratory of
Energy Metabolism and Body Composition (LAMECC-UFV), as previously detailed in
Caldas et al. (2022). At baseline and after eight weeks of intervention, anthropometric
assessment, collection of biological material (blood, feces and urine samples) and food
records were performed. We face-to-face interviewed the participants every fifteen days to
monitor adherence to the protocol. During the intervention, we instructed the participants not
to change their physical activity level and to report any changes in the dose or frequency of

medications.

Study participants

The inclusion and non-inclusion criteria were previously described (CALDAS et al.,
2022). Briefly, women with overweight at cardiometabolic risk were included, according to
the following inclusion criteria: age (20-55 years), overweight (body mass index (BMI) > 27
kg/m? and < 30 kg/m?), increased body fat (> 32%), increased waist circumference (WC) (>
80 cm), and at least one other cardiometabolic risk factor, which could be: high blood
pressure > 130/90 mmHg, triglycerides > 150 mg/dL or fasting blood glucose > 100 mg/dL
and < 130 mg/dL. Women with obesity (BMI > 30 kg/m?) of same age were also included
regardless of other associated risk factors.

Recruitment was done through social media, posters and an online screening
questionnaire. The first stage of the screening aimed to verify the eligibility of the
participants. In the second stage, a face-to-face visit was scheduled to carry out the

anthropometry.

Randomization

Randomization was performed by the minimization method. We considered the
variables BMI, percentual body fat (% BF) and age as prognostic factors that should be
balanced between the groups. The computerized randomization system WinPepi software,
version 11.65 (Copyright J.H. Abransom, August 23, 2016), was used to generate the

allocation sequence of participants.



62

Energy-restricted intervention

We instructed the selected participants to perform a run-in period lasting 7 to 10 days,
to exclude women with a low probability of adherence to the protocol. During the
intervention, all participants were instructed to follow an energy-restricted diet (-500
kcal/day) and were randomly allocated into two groups: 1) control: energy-restricted and nut-
free diet; 2) Brazilian nuts (BN): energy-restricted diet containing 45 g/day of Brazilian nuts
(30 g cashew nuts + 15 g Brazil nuts).

We defined the amount of cashews based on the US Food and Drug Administration
(FDA) claim that this is the minimum dose needed to obtain benefits in cardiovascular health
(FITZGERALD et al., 2021; TAYLOR, 2003). The amount of Brazil nut was defined to
provide a value close to the Recommended Dietary Allowance (RDA) of selenium (55 pg)
(IOM, 2011). Therefore, 15g of Brazil nuts provided 51 pg Se/day. In total, the cashew and
Brazil nut portion provided 66 pug of Se/ day.

All participants received five energy-restricted food menus. Energy restriction was
calculated by subtracting 500 kcal from the Estimated Energy Requirement (EER) (IOM,
2005), and the distribution of macronutrients was based on the recommendations of guidelines
for obesity management (45% carbohydrates, 33% lipids, 22% proteins) (AHA/ACC et al.,
2014). We divided the menu into five meals: breakfast, morning snack, lunch, afternoon snack
and dinner. The foods included in the menu were selected according to the socioeconomic
class of the participants and the Food Guide for the Brazilian Population (BRASIL, 2014).
Twice a week, a nutritionist provided individualized counseling and monitored adherence to
meal planning.

Participants in the BN group consumed the nuts in the morning snack (9 to 10 am),
and the energy provided by BN (280 kcal/day) were counted in the daily energy intake.
Control participants consumed two tablespoons/day of salad dressing (soy oil and lemon juice
in 2:1 proportion) prepared by study’s researchers. This sauce was included in the meal plan
to balance lipid and energy intake between the control and BN groups.

The BN was donated by EMBRAPA — Fortaleza/Ceara-Brazil (cashew nut) and
Inovam Brasil® (Brazil nut). The nuts were vacuum packed (Selovac Sealer model 200 B) in

laminated packaging and kept at -20° until distribution to the participants.

Food intake assessment
At baseline, participants filled three food records on non-consecutive days (two

weekdays and one weekend day). 24-hour recalls were applied every 15 days to monitor
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consumption during the intervention. We entered the reported intake in the REC24h-ERICA
software, adapted for the Brazilian population (BARUFALDI et al., 2016). To estimate the
intake of energy, macro and micronutrients, we related the food consumption data to a
nutritional composition table (IBGE, 2011) into the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS Inc. version 26.0).

Anthropometry and body composition

An anthropometric assessment was performed after overnight fasting on the first and
last day of the intervention. Weight and body composition were determined using
bioelectrical impedance (Inbody 230, Biospace Corp.) with a capacity of 150kg and an
accuracy of 100g. Height was measured using a vertical millimeter stadiometer with a length
of 2.2 m (accuracy 0.5 cm). An inelastic tape (precision 0.1 cm) was used to measure the hip
circumference and waist circumference at the height of the umbilicus. Two measurements
were performed, and the mean value was recorded. BMI was calculated by dividing weight

(kg) by the square of height (m?).

Biological samples

The participants attended the laboratory fasted overnight (12h) on the first and last day
of the intervention. On each occasion, blood samples were collected by venipuncture, under
vacuum, using tubes with EDTA and tubes to analyze trace elements. Then, the blood was
centrifuged (1500 g, 15 min, 4°C) for plasma separation and stored at —80°C until the
analysis. The volunteers also provided freshly collected stool samples (maximum 24 hours
before), kept under refrigeration and frozen at -80°C until the analysis. On a non-consecutive
day, the participants returned to the laboratory to perform the intestinal permeability test and

collect urine samples.

Intestinal Permeability

The participants collected pretest urine: all the urine that was excreted after the last
meal of the day until the time of the test. We used this urine as a control. The following day,
overnight fasting, the participants drank a solution containing lactulose (10 g), mannitol (5 g),
and sucrose (20 g) in a volume of 200 ml and the urine were collected up during four hours
and thirty minutes after administration. Food intake was not allowed during the test, and water

intake was controlled (150 ml after 2h and 3h of testing). The total volume of urine excreted



64

the night before the test (control urine) and during the test (test urine) was recorded, the
thimerosal added (4:1, mg:ml), and stored at -20°C until analysis.

For the analyzes, the urine was defrosted and homogenized by vortexing. Then, 2 ml
of urine was filtered through a microporous polyethersulfonic membrane (PES) (0.22 pm x 13
mm). The excretion of lactulose and mannitol was quantified by HPLC using Dionex
Ultimate 3000 Dual equipment coupled to a refractive index (RI) detector (Shodex RI-101)
kept at 40 °C. The analytes were isocratically separated in an Aminex HPX-87C column (250
x 4.0 mm) maintained at 70°C. We used ultrapure water as the mobile phase with a flow rate
of 0.3 mL/min. We established the calibration curve using lactulose and mannitol as external
standards. To estimate the total amount excreted in the urine the total volume of urine
collected was multiplied by the concentration of each sugar in order to obtain the total amount
excreted in the urine. Results were expressed as percentage of excretion of mannitol (% M)
and lactulose (% L) and as the lactulose/mannitol ratio (LM ratio). The LM ratio cutoff point
> 0.035 was adopted to classify increased intestinal permeability (LINSALATA et al., 2014,
2018).

Inflammatory markers

Plasma C-reactive protein (CRP) was determined by the ultrasensitive method using a
specific commercial kit (Quibasa-Chemistry Basic) and the immunoturbidimetry technique in
an autoanalyzer (Mindray / BS-200® Chemistry Analyzer). CRP values greater than 45
mg/dL were excluded from the analysis. Plasma cytokine concentrations were determined by
flow cytometry using the BD FACSVerse™ Flow Cytometer equipment (BD Biosciences,
USA). The plasma concentration of cytokines (IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A and TNF) was
measured using Cytometric Bead Array (CBA) (BD Biosciences, EUA) according to the
manufacturer’s instructions. Data were analyzed using FCAP Array Software v3.0 (BD

Biosciences, USA).

Plasma selenium

Plasma selenium concentrations were determined in a commercial laboratory by
inductively coupled plasma mass spectrometry according to standard protocols. So far, there
are no universal cut-off values for plasma selenium. We considered values < 70 ug/L as low
selenium, and 70-90 pg/L as the normal range, considering the minimum values necessary to

achieve optimal selenoprotein activity (ALCANTARA et al., 2022; CAO et al., 2022).
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Fecal short-chain fatty acids (SCFA)

Feces (~500 mg) were defrosted at room temperature (24 °C), diluted in 1 ml of ultra-
pure water and vortexed for 5 minutes. The supernatant (600 uL) was transferred to a 2 ml
microtube and we performed the sample preparation steps according to Siegfried;
Ruckemann; StumpF (1984).

After preparation, the samples were analyzed by high-performance liquid
chromatography (HPLC), using a Dionex Ultimate 3000 Dual chromatograph coupled to a
Shodex RI-101 refractive index (IR) detector, kept at 40 °C. The organic acids were
isocratically separated on a Phenomenex Rezex ROA column, 300 x 7.8 mm maintained at
40° C. sulfuric acid 5 mM (H2SO4) was used as the mobile phase with a flow rate of 0.7
mL/min. Acetic, propionic and butyric acids were used as external standards in the calibration

curve.

Fecal (pH)
The feces pH was determined using a pH meter (Instrutherm®, model PH-1900), after

diluting and homogenizing 500 mg of feces in 5 mL of ultrapure water.

Gut microbiota analysis by 16S rRNA gene sequencing

Total genomic DNA was extracted from feces samples (300mg) following a
mechanical disruption by beat-beating and phenol/chloroform extraction protocol
(STEVENSON; WEIMER, 2007). DNA concentration and quality were determined by
spectrophotometry by measuring the A260/280. Amplicons from the 16S rRNA V3-V4 region
were generated using forward primer 341F (5'-CCTAYGGGRBGCASCAG-3') and reverse
primer 806R (5'-GGACTACNNGGGTATCTAAT-3") and a barcode primer set adapter for
the platform Illumina NovaSeq (Illumina, San Diego, California, USA) (CAPORASO et al.,
2012).

We loaded samples into an [llumina flow cell for paired sequencing reactions using the
IMllumina NovaSeq PE250 platform at Novogene Corporation the University of California at
Davis (Sacramento, California, USA). Amplicons were sequenced in a NovaSeq 2x250bp run
using customized primers and sequencing procedures (CAPORASO et al., 2012). The
sequences obtained for all samples were submitted to the Sequence Read Archive (SRA)
database at the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) under the access number PRINA860372.
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16S rRNA sequence processing

We performed data processing and analysis using Mothur v.1.44.3 software
(SCHLOSS et al., 2009). Shortly, R1 and R2 paired-end reads were joined, and sequences
shorter than 380 or longer than 440 bp were removed. Chimera sequences were detected and
removed using UCHIME version 4.2 (EDGAR et al., 2011). After cleaning the sequences,
they were aligned with the 16S rRNA gene using the SILVA v.138 database (QUAST et al.,
2012).

The final paired sequences were grouped into Operational Taxonomy Units (OTUs).
Each OTU represents a genetically unique group of biological organisms, and a sequence
similarity cut-off of 97% was adopted. We performed the taxonomic classification of OTUs
based on the SILVA v.138 database. Samples were grouped according to the treatment group
(control or BN) and intervention time (baseline or after 8 weeks). The coverage of all samples
was evaluated by the Good's Coverage estimator, considering a cutoff point >97%. To correct
sampling bias due to unequal amplicon library sizes, we normalized samples to the smallest

number of sequences produced from any sample (Supplementary Table S1).

STATISTICAL ANALYSIS

The sample size was defined a priori (CALDAS et al. 2022). Statistical analyzes were
performed in SPSS software, version 24.0 for Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). A
significance level of 5% was adopted in all analyzes. The Shapiro-Wilk test was chosen to test
the normality of all variables. Data were expressed as mean + standard error (SE), box plot or
bar graph.

We excluded from analysis the participants who collected blood samples but did not
complete the intestinal permeability protocol. For microbiota and SCFA analyzes, a sub-
sample was used because some participants did not provide the fecal sample in the time and
under the conditions required by the protocol.

Differences in energy and nutrient intake between groups were investigated using the
independent-samples #-test or Mann-Whitney. For intra-group differences, the paired ¢ and
Wilcoxon tests were used. Differences in anthropometric variables, intestinal permeability,
fecal pH, SCFA and inflammatory cytokines were investigated using paired t-tests for
intragroup differences, and independent-samples t-test for differences between groups.
Pearson and Spearman correlations were used to investigate the association between intestinal

permeability, anthropometric variables, cytokines and intestinal microbiota.
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The normalized data table was used to calculate o and B-diversity, as well as to
calculate the relative abundance of OTUs. The Chaol, Shannon and Simpson indices were
used to estimate the o-diversity of the microbial community, and differences within and
between groups were analyzed using paired t-test and independent-samples ¢ test,
respectively. The B-diversity analyzes were performed to compare microbial composition
between groups at baseline and after the intervention. B-diversity was statistically evaluated at
the level of OTUs, phylum and genus, using the Past software (version 4.05, by Principal
Coordinate Analysis (PCoA) based on the Bray-Curtis dissimilarity index and permutational
multivariate analysis (PERMANOVA, permutations of Monte Carlo), adopting 10,000
permutations.

Differences in the relative abundance of the different taxonomic categories were
evaluated by the Kruskal-Wallis test with Tukey-Kramer post hoc, using the Statistical
Analysis of Metagenomic Profiles software (STAMP v.2.1.3) (PARKS, et al., 2014). The
effect of treatments (control x BN) on the abundance of bacterial taxa at OTU, phylum and
genus level was analyzed by the Kruskal-Wallis H-test using false discovery rate (FDR) by
Benjamini correction for multiple comparisons (STAMP; version 2.1.3). Intra-group
differences (baseline x 8 weeks) were identified using Wilcoxon and differences between
groups (control x BN) were identified using Mann-Whitney for independent samples.

The Linear Discriminant Analysis Effect Size (LEfSe) (SEGATA et al., 2011) was
calculated to identify the OTUs (gender level or above) that differed most in abundance at

baseline and after 8 weeks, according to the treatment group.

RESULTS

In total, 40 women were randomized and 25 (62.5%) completed the intervention
(Figure 1). Of these 25, 19 provided stool samples for analysis. The mean age was 31.7 + 1.8
years, 28% had overweight, and 72% had obesity (class I: 12%, class II: 44%, and class III:
16%). There was no difference in anthropometric variables, body composition, plasma

selenium, and food intake between the control and BN groups at baseline (Table 1).
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Table 1. Changes in participants characteristics and food consumption during intervention,
according to treatment group.

Control group (n = 12) BN group (n =13)

Baseline A P Baseline A P
Characteristics
Age (years) 325+23 - - 30.4+£3.0 - -
Body weight (kg) 89.2+43 -2.1+£0.6 0.005 93.0+4.5 -3.4+0.6 <0.001
BMI (kg/m?) 33.5+1,0 -0.7+£0.2 0.005 343+1,5 -1.3+£0,2 <0.001
WC (cm) 108.9+£3.0 -3.0£0.6 0.001 109.1£34 5.6+1.2 0.001
Hip circumference 117.8 £2.5 -1.8+0.6 0.016 1184+34 -20+09 0.042
(cm)
Total body fat (kg) 43.0+£2.5 -1.3+£0.5 0.035 457+2.8 -2.9+0.7 0.003
Total body fat (%) 452+ 14 -0.5+04 0.237 455+ 1.7 -1.7+£0.7 0.038
Total lean mass (kg) 424 +£20 -095+14 0.580 429+1.5 -03+£0.2 0.137
Plasma selenium 589+3.6 6.3+62% 0.161 59.1+49 33775 % 0.001
(ng/L)

Food consumption
Energy intake (kcal) 17642 £211.4  -254.2 +232.1 0.230 1834.1 £123.8  -2875+£117.9 0.016

Protein (%) 18.4+0.9 03+1.0 0.456 168+1.3 3114 0.660
Carbohydrate (%) 51.5+1.7 -4.0+23 0.068 50.6 6.7 -6.5+2.0 0.006
Lipids (%) 30.5+1.7 34+2.1 0.787 33.0+ 14 3212 0.234
SFA (g) 20.9+2.9 -3.8+39 0.233 24.1+2.0 -5.2+20 0.013
MUFA (g) 20.3+3.5 -20+42% 0.583 23.1+23 24+25% 0.442
PUFA (g) 11.5+2.1 47+1.8% 0.008 13.1+1.6 -0.6+1.5% 0.416
LA (C18:2n6) 100+ 1.8 42 +1.6% 0.007 11414 03+£1.3% 0.755
ALA (C18:3n3) 12£0.2 0.6+0.2* 0.004 1.4+0.1 -0.5+0.1* 0.002
Cholesterol (mg) 359.4 £47.7 -129.9+38.6  0.007 340.4 £33.6 -98.9+34.1 0.007
Fiber (g) 20.7 +3.3 0.7 +4.1 0.739 17.0+2.0 1.6+19 0.376
Selenium (ug) 93.9+13.1 122 £26.6 * 0.589 98.8+9.3 2754+92%  <0.001

A = endpoint — baseline assessment. Values are mean + SEM (standard error). P = intra-group comparison (paired 7 test).
* Indicate difference of A values between treatment groups (BN vs control group) (independent-samples ¢ test or Mann-
Whitney U test, P < 0.05).

BN: Brazilian nuts, BMI: body mass index; WC: waist circumference; SFA: saturated fatty acids; MUFA:
monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids; LA (C18:2n6): linoleic acid; ALA (C18:3n3): a-
Linolenic acid.
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Weight loss, dietary intake and plasma selenium concentration were used to
compliance to the study protocol (Table 1). In this sense, compared to the baseline, both
treatments, control and BN, achieved significant weight loss, with a reduction in waist and hip
circumference, BMI and body fat (kg), but there was no difference between groups. After 8-
wk intervention, the energy restriction obtained was similar between the control (A -254.2 +
232.1 kcal/day) and BN (A -287.5 + 117.9 kcal/day) groups. The intake of MUFA was higher
in the BN group, while the intake of polyunsaturated fatty acids (PUFA), linoleic acid (LA)
and a-linolenic acid (ALA) were higher in the control group. Regarding nutritional selenium
status, women allocated to the BN group showed a significant increase in selenium intake, as
well as in plasma concentrations of this mineral compared to the control group, corroborating
adherence to the intake of Brazil nuts (Table 1). Regarding inflammatory markers, we did not
observe changes in plasma concentrations of CRP, TNF, IL-6, IL-8, IL-10 and IL-17A
(Figure 2).
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Figure 2. Boxplot of plasma cytokines at baseline and after 8 weeks of intervention,

according to treatment group.
BN: Brazilian nuts group, CRP: C-reactive protein, TNF: necrose factor tumor, IL: interleukin.

Student’s t-test (P < 0.05).



72

After the 8-wk intervention, intestinal permeability measured by the LM ratio and
mannitol excretion did not differ between treatments. However, the control group had
significantly higher lactulose excretion (%) than the BN group (Figure 3). Furthermore, the
consumption of BN for eight weeks significantly reduced the concentration of acetic acid in
the feces compared to the control group. There was also an increase in propionic acid
compared to baseline; however, there was no difference between the groups. Butyric acid and

fecal pH did not show significant changes from baseline or between treatments (Table 2).
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Figure 3. Intestinal permeability measured by urine excretion of lactulose and mannitol, at
baseline and after 8 weeks of intervention, according to treatment group.

BN = Brazilian Nuts group. Data are expressed as mean + SEM. *Difference between control and BN
group (Independent-samples ¢ test, P < 0,05).
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Table 2. Fecal volatile fatty acids and pH at baseline and after 8 weeks of intervention,
according to treatment group.

Control group (n=10) BN group (n=9)
Baseline Endpoint P Baseline Endpoint p
Acetic acid (g/L) 197.2+£163 180.9+555* 0.342 193.6+622 133.0+£365*  0.003

Propionic acid (g/L) 74.8 £10.7 107.9 £ 93.6 0.301 66.1 +£24.8 148.8 £91.1 0.014
Butyric acid (g/L) 75.9 £24.8 63.0+43.6 0.313 60.0 + 33.5 44.8 £23.5 0.117

Fecal pH 7.6+0.6 8.0+0.6 0.137 7.8+0.8 7.7+04 0.740

Values are mean + SEM (standard error). BN: Brazilian nuts group, pH = hydrogen potential.
P = paired ¢ test (P < 0.05). * Difference between groups (independent-samples ¢ test, P < 0.05).

For intestinal microbiota analyzes, the 16S rRNA gene sequencing of the stool samples
generated 6.057.594 raw sequences. After filtering and cleaning, 1.119.542 good-quality
sequences were obtained. The Good's coverage obtained was always > 98%. We presented the
sample sequencing data summary in Supplementary Table 1.

In terms of a-diversity, the control group reduced the richness of microorganisms,
estimated by the Chao 1 index, as well as by the Shannon index, in relation to the baseline.
However, there was no difference in a-diversity estimated by the Chao 1, Shannon and
Simpson indices between treatments (Supplementary Figure 1). B-diversity analyzes
indicated differences between bacterial communities at the level of OTU and phylum, but not
gender. Based on Permanova analysis, BN group differed from the baseline at the level of
OTU (p = 0.0015) and phylum (p = 0.0159). The control group also showed changes from
baseline in OTU level (p = 0.0005) and phylum (p < 0.001). In the comparison between
groups, there was no difference between the treatments in terms of OTU, phylum, and gender,
at the end of intervention (Supplementary Figure 2).

Taxonomic analyzes of the bacterial community revealed the presence of 13 phyla, 28
classes, 60 orders, 107 families and 301 genera in all stool samples. The most abundant phyla
(>0.1%) in both treatment groups at baseline and after the intervention were: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobiota and Desulfobacterota.
There was no difference in phyla abundance between groups at baseline or after 8 weeks of
intervention (Figure 4-A). In the intragroup comparison, when considering the two
predominant phyla, Firmicutes and Bacteroidetes, the control group showed an increase in
Firmicutes (82.2 £ 1.0 vs 85.9 £ 1.0; p = 0.004), a significant reduction in Bacteroidetes (7 .4

+ 1.1 vs 49 £ 0.5, p = 0.006) and, consequently, an increase in the Firmicutes/Bacteroidetes
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ratio (12.0 £ 7.5 vs 19.1 £ 6.5, p = 0.034), in relation to the baseline (Figure 4-A and Figure
4-C). The BN group showed a significant increase in Firmicutes (81.4 £0.9 vs 86.0 £ 0.7, p =
0.028); however, changes in the Bacteroidetes phylum and the Firmicutes/Bacteroidetes ratio
were not significant (Figure 4-B and Figure 4-C). There was no difference in the

Firmicutes/Bacteroidetes ratio between treatments (Figure 4-C).
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Figure 4. Bacterial composition at phylum and gender levels, at baseline and after 8 weeks,

according to treatment group.

A) Bacterial composition at the phylum level; B) Bacterial composition at the gender level; C)
Firmicutes to Bacteroidetes ratio (values are mean + SEM (standard error)). BN: Brazilian nuts group.
The category “Others” corresponds to phyla with relative abundance < 0.1%, they are:
Campylobacterota, Elusimicrobiota, Fibrobacterota, Patescibacteria, Spirochaetota and Synergistota. *

Intra-group difference (paired ¢ test, P = 0.034).
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Considering the most prevalent genera (abundance > 1%), after 8 weeks of treatment,
the control group showed an increase in the relative abundance of Blautia (2.1 £ 0.6 vs 3.1
0.2; p=0.001), UCG -005 (1.1 £0.05 vs 1.6 £ 0.16; p = 0.003), UGC-002 (1.1 £0.09 vs 1.6
+ 0.16; p = 0.008), and reduction in the abundance of Ruminococcus (2.0 £ 0.1 vs 1.4 £ 0.08;
p = 0.003). The BN group showed an increase in the relative abundance of UGC-002 (1.2 +
0.09 vs 1.7 £ 0.16; p = 0.037), and an increase in the abundance of Ruminococcus (1.4 = 0.06
vs 2.1 #0.1; p = 0.036). There was no difference in the abundance of genera between
treatments after 8 weeks of intervention (Figure 4-B).

LEfSe analysis was used to investigate key gut microbiome differences between
treatments. At baseline, LEfSe revealed 10 major OTUs in the BN group and 22 OTUs in the
control group. In the BN group, OTUS related to the genera Bifidobacterium,
Oscillospirales_ge, Senegalimassilia and Faecalibacterium were more abundant. The control
group mainly included Faecalibacterium, Prevotella, Coprococcus, Oscillospirales_ge, UCG-
02, Anaerostipes and Muribaculaceae_ge (Figure 5-A). After 8 weeks, the main OTUs in the
BN group were Holdemanella, Roseburia, NK4A214_groups, UCG-002, Lachnospiraceae
family, Bacteroides and Lachnoclostridium. In turn, in the control group, Prevotella,

Subdoligranulum and Bifidobacterium prevailed (Figure 5-B).
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Figure 5. LEfSe analysis identifying the OTUs that most differed between groups at baseline

and endpoint (8 weeks of intervention).

BN: brazilian nuts group. The histogram shows LDA scores calculated to identify differences in OTU
abundance between groups at baseline and after 8 weeks of intervention. The absolute values of the
effect size (LDA scores) indicate the scale of the difference between the groups, regardless of whether

the value is positive or negative.

We evaluated the correlation between the abundance of the phyla Firmicutes and

Bacteroidetes with intestinal permeability, and anthropometric or dietary fatty acid profile

variables, but we observed no significant results (data not shown). However, changes in LM

ratio were positively correlated with changes in body fat and IL-8 concentrations, but

negatively correlated with Ruminococcus abundance. Furthermore, changes in lactulose

excretion (%) were positively correlated with changes in body fat (r = 0.553; p = 0.008) and

BMI (r = 0.449; p = 0.018) (Figure 6).
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Figure 6. Correlation between intestinal permeability, anthropometric variables, interleukin-8

and Ruminococcus gender, among participants of both treatment groups (n = 25).
A = endpoint — baseline assessment, r = Person or Spearman correlation coefficient.

Finally, correlations were identified between changes in plasma cytokine
concentrations and the abundance of microorganisms at the phylum level. IL-17A was
positively correlated with the phyla Verrumicrobiota (r = 0.540; p = 0.014) and
Desulfurobacterota (r = 0.460; p = 0.041). The IL-6 positively correlates with the phylum
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Desulfurobacterota (r = 0.484; p = 0.031) and TNF was positively correlated with the phylum
Firmicutes (r = 0.574; p = 0.020) (Figure 7).
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Figure 7. Correlation between inflammatory biomarkers and gut microbiota at the
phylum level (Verrumicrobiota, Desulfurobacterota, Firmicutes), among participants

of both treatment groups (n = 25).
A = endpoint — baseline assessment, r = Person or Spearman correlation coefficient.

DISCUSSION

For the first time, a randomized controlled trial evaluated the effect of BN (cashew and
Brazil nut) intake, associated with energy restriction, on the microbiota and intestinal
permeability. In this sense, 8-weeks energy-restricted diet with BN consumption resulted in a
beneficial modulation of intestinal microbiota and a preventive effect for intestinal
permeability, related to adiposity and inflammatory markers.

BN increased the abundance of genera related to better health outcomes such as

Ruminococcus, Roseburia, UCG-002, and NK4A214_groups. The increase in bacteria of the
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genus Ruminococcus, which are producers of propionic acid (REICHARDT et al., 2014), is an
expected outcome in people with obesity undergoing energy restriction and weight loss (OTT
et al., 2017). In our study, both treatment groups lost weight, but only the BN group (energy
restriction + BN) increased Ruminococcus, while the control group (energy restriction without
nuts) reduced the abundance of this genus, at the same time this group had increased fecal
propionic acid, indicating a positive effect of this microbiota modulation after BN
consumption.

In fact, the BN group showed an increase in the abundance of UGC-002, and by LefSe
analysis, the main OTUs were Holdemanella, Roseburia, NK4A214_groups, UCG-002,
Lachnospiraceae, Bacteroides and Lachnoclostridium. In general, the modulation of the
microbiota was positive, with some reservations. Bacteroides, Lachnoclostridium and
Lachnospiraceae are resistant to bile and increase after consumption of diets with higher lipid
content (DAHL; RIVERO; LAMBERT, 2020; ZHAO, L. et al., 2017). Roseburia, UCG-002,
NK4A214_groups and Ruminococcus are important SCFA producers identified in the
microbiota of healthy people and are related to intestinal health and reduction of inflammatory
markers (CALDERON-PEREZ et al., 2020; CHEN, et al., 2021; FOMENKY et al., 2018;
KIM, et al., 2021). The increase in Roseburia and Ruminococcus is a very common finding in
nut intervention studies, even in healthy populations and short-term interventions (< 3 weeks)
(BAMBERGER et al., 2018; CHOO et al., 2021; CREEDON et al., 2020; FITZGERALD et
al., 2021; HOLSCHER, et al., 2018; HOLSCHER, et al., 2018; OJO, et al., 2021). This is
possibly due to these genera's ability to metabolize fatty acids, which are highly present in
nuts (HOLSCHER, et al., 2018).

Unexpectedly, BN intake also increased the abundance of bacteria with controversial
health effects, such as Lachnoclostridium and Lachnospiraceae. The genus Lachnoclostridium
is related to obesity induced by high-fat diets (ZHAO, L. et al., 2017) and intestinal diseases
such as colitis and carcinoma (LIANG et al.,, 2020; WANG, et al., 2018). The
Lachnospiraceae family includes beneficial genera such as Roseburia, recognized for its
effect on controlling inflammation, preventing atherosclerosis and for being a biomarker of
intestinal health (FOMENKY et al., 2018; VACCA et al., 2020). However, analyzes of the
Lachnospiraceae family, disregarding specific genera, have already identified associations
with diabetes and dyslipidemias (VACCA et al., 2020). Finally, the genus Holdemanella is
associated with non-alcoholic fatty liver disease due to inflammatory mechanisms, including

an increase of pro-inflammatory cytokines (IL-6, IL1-B, TNF) (TANG et al., 2018).
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About the control group, there was an increase in Blautia, UCG-005, UGC-002, and a
reduction in Ruminococcus. By LefSe analysis, Prevotella, Subdoligranulum and
Bifidobacterium prevailed. The genera Prevotella and Bifidobacterium are beneficial
fermenting bacteria, related to the inhibition of potentially pathogenic bacteria and reduced
inflammation (FILIPPO, et al., 2010; FITZGERALD et al., 2021; KONG et al., 2019;
WANG, et al., 2018). However, evidence on the benefits of higher Subdoligranulum
abundance in vivo is poor (HUL, et al., 2020). The UCG-005 has already been suggested as a
marker of ulcerative colitis (LIU, et al., 2021) and Blautia is related to the increase of
inflammatory cytokines (TANG et al., 2018) and intestinal permeability (LECLERCQ et al.,
2014).

At the phylum level, we identified a positive correlation between Verrucomicrobiota
and Desulfurobacterota with inflammatory cytokines such as IL-17A, IL-6, and TNF. These
phyla are associated with mucus degradation and reduced enterocyte protection (LIU, et al.,
2021), and when reduced, there is an improvement in the expression of tight junction proteins
(occludin and zonula occludens-1 (ZO -1)), and inflammation control (RAO et al., 2021).
Despite this, we did not observe significant changes in these phyla or in the concentration of
inflammatory cytokines. Therefore, we believe that changes at the gender rather than phylum
level are more accurate in measuring and predicting changes in health outcomes, especially in
short-term interventions (CREEDON et al., 2020).

Regarding intestinal permeability, we identified a positive correlation between a
reduction in LM ratio with reductions in percentual body fat (% BF), and reductions in IL-8
concentrations. In addition, we noted positive correlation between reductions in lactulose
excretion with reductions in % BF and BMI. However, there were no changes in the LM ratio
in any treatment groups. We know that weight loss and energy restriction are among the main
mediators of intestinal permeability reduction (DAMMS-MACHADO et al., 2017; OTT et al.,
2017; TEIXEIRA, et al., 2012; TILVES et al., 2022). Despite having weight loss and
reduction in WC and body fat, all participants had increased permeability before and after the
intervention (LM ratio > 0.035) (LINSALATA et al., 2014, 2018).

Despite weight loss, we must consider that the absence of improvements in intestinal
permeability in both groups may be related to the total daily intake of lipids. Diets rich in
lipids promote increases in intestinal permeability (ROHR et al., 2019). For this reason, all
participants received balanced fat meal plans during the intervention (30 to 33% of total
energy). However, the study population consisted of people with overweight/ obesity and

mostly low-income (< $ 92 monthly, per capita) who had difficulty in accurately reporting the
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amount of oil used in food preparation. Despite the nutritional counseling carried out
throughout the intervention, the participants also reported frequent consumption of fried and
sautéed foods. Therefore, data on fat intake may have been underestimated.

For future perspectives, our results support the hypothesis that BN intake has the
potential to modify intestinal permeability in longer duration interventions (higher than eight
weeks). First, because only the control group significantly increased lactulose excretion,
despite the maintenance of the LM ratio. Second, the BN group increased the abundance of
Ruminococcus, a genus that has been correlated with variations in the LM ratio and is reduced
in people with increased intestinal permeability (LECLERCQ et al., 2014). Third,
Ruminoccocus is also an important producer of propionate, a SCFA associated with a
reduction in intestinal permeability due to the regulation of tight junction proteins, increase in
antioxidant enzymes (SOD, CAT), and reduction in pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-
6, TNF) (TONG et al., 2016; USUDA; OKAMOTO; WADA, 2021; XU, et al., 2022). Both
Ruminococcus and propionate increased only in the group that consumed BN.

Moreover, this protective effect of nuts on intestinal permeability may be related to
two main mechanisms: lower availability of lipids and greater supply of antioxidant nutrients.
Nuts lipids are poorly bioavailable because chewing is not enough to fully break up the fat
particles and expose them to digestive enzymes. In this way, part of the fat is not absorbed but
eliminated in the feces or used by commensal intestinal bacteria, such as Ruminococcus,
Roseburia, UCG-002, NK4A214_groups (BAER; NOVOTNY, 2018; CASSADY et al,
2009). Besides, nuts have bioactive compounds and antioxidants that protect against the stress
caused by high-fat diets (BARTOSZEK et al., 2020; BEGUIN et al., 2013; BERNARDI et al.,
2020; WANG et al., 2020). Among the antioxidants, we highlight the selenium present in
Brazil nuts, which protects the intestinal barrier against damage caused by oxidative stress
(LIU et al., 2016; MASEKO et al., 2014; SILVEIRA et al., 2020). At baseline, 76% of
participants had low plasma selenium. After the intervention, all participants who consumed
nuts achieved good values (> 70 pg/L) (ALCANTARA et al., 2022), while 75% of the
volunteers in the control group remained in insufficiency.

This study has limitations. People with obesity have low adhesion to a weight loss
eating plan and usually underestimate food intake by 30 to 50% (CHAO; QUIGLEY;
WADDEN, 2021). A meta-analysis estimated that, on average, expected adherence is 60.5%
(ROGERS et al., 2016), which can compromise the assessment of food intake and the
outcome. The maintenance of free-living participants and low per capita income (< $ 92

monthly, per capita) also limited adherence to the food protocol.
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As strengths, we highlight the strict control of lifestyle throughout the intervention
period, and continuous nutritional monitoring, to minimize influences on outcomes. Despite
limitations, both treatment groups — control and BN — achieved similar energy restriction and
a similar reduction in weight and body fat. This is also the first clinical trial to investigate the
effect of BN on gut microbiota and intestinal permeability, adding relevant scientific
information concerning the relationship between adiposity, inflammation and intestinal health
and health foods effects. Finally, our sequencing allowed a broad taxonomic classification of
intestinal bacteria, from kingdom to genus, contributing to greater precision in the analysis of

results.

CONCLUSION

Brazilian nuts intake complementary to 8-weeks energy restriction promoted an
increase in fecal propionic acid and commensal bacteria, such as Ruminococcus, Roseburia,
NK4A214_groups and UCG-022, indicating beneficial modulation to the microbiota in people
with overweight/ obesity. Moreover, compared to the control diet, these nuts protected against
intestinal permeability, probably related to the lower lipid bioavailability of BN added to the
higher content of antioxidants, mainly selenium. Therefore, the consumption of Brazilian nuts
is a viable alternative against the harmful effects associated with obesity, mainly improving

intestinal health.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Table 1. Sequencing data at baseline and after 8 weeks of intervention, by

treatment group.

' Raw sequences After filtering and cleaning After normalization
Groups Good's
coverage Reads Reads OTUs Reads OTUs
0.981 +
179121 £ 11442 29533 +4278 1077 + 144 20834 + 67 1077 + 144

Control baseline 0.004

Control endpoint 0(')9§gzi 164200 + 15741 30067 + 5160 795 £ 30 20816 + 40 795 +30

BN baseline 069§§4i 171719 £ 13601 33721 £7734 911 + 178 20838 +91 884 + 246
. 0.987 +
BN endpoint 0.002 157239 £ 17856 30216 + 6061 772 £100 20769 +£102 728 + 166

Values are mean + SD (standard deviation). BN: Brazilian nuts group.

A) B)
) Control group BN group
3000~ Control group BN group 6=
* * *
_ ®
e _ !l = L
-g _I_ S 44 [ |
— *
— 4000 ; 8 L
2 T £
5 =
20004 —— @,
-
1 J —

() T T T T

Baseline Endpoint Baseline Endpoint Baseline Endpoint Baseline Endpoint

&)
Control group BN group
0.44
% 0.34
b=
=
g 0.2
172}
e
g
©v 0.1+ é :
= L
0.0 L] L] L) L)

Baseline Endpoint Baseline Endpoint

Supplementary figure 1. Alpha-diversity estimated by the Chao 1, Shannon and Simpson
index at baseline and after 8 weeks of intervention, according to the treatment group.
BN = Brazilian nuts group. * Intra-group differences (paired ¢ test, P < 0.05).



PERMANOVA, P =0.0015

o
i

A) OTU
PERMANOVA, P <0.001
05
0.4+
°
_ 031 A ®
3
Q 02- B °
= 0.1 o
00| ate. ”
a
011 Ju* i
021 & =
03 : . ; '
03 02 -01 00 01
PCOA 1(32,49%)
B) PHYLUM
PERMANOVA, P <0.001
06
°
&
0.41
8 0.2+ B
o o
~ L
< 0.041 QA
g “ . .
027 o
*
-04 : T : . :
04 -02 00 02 04 06
PCoA 1 (53,79%)
C) GENDER
PERMANOVA, P =0.7096
0.6+ A
£ 041 e
B A
< 021 o
3], © 3
€ 0.0 o 54 ‘L
. > A
-0.2 r ‘e
045 030 -015 000 015 030

PCoA 1 (41,52%)

86

PERMANOVA, P = 0.0005

0.4 .
_ m
03 - 0.3 "
@ 021 . ® [ R o2
g 0.1 - ' . g 017 o
=) £ 064 o
< 0.0 5]
~ 007 a0 | Jol® o "
< o
S-0.1 S -0.24 .
0.2 A -0.31
| ™ 0.4+
| ——— | 05 M
-0.5 -04 -03 -02 -0.1 00 01 02 03 04 -03 -02 -01 00 01 02 03
PCoA 1 (35,06%) PCoA 1 (37,96%)
PERMANOVA, P=0.0159 PERMANOVA, P <0.001
06 =
A e 0.6 s
0.4

9 | ‘A g 0.44

8 0.2 - 3

o & @ 0.2

N 0.0 ~

< A L] <

S S 0.0 4

9] . >

=02 * ‘.5 ° S ® -"-

0.2
041 a
T T T T T T -04 T T T T
04 -02 00 02 04 06 08 04 02 0.0 02
PCoA 1 (57,84%) PCOA 1(62.24%)
PERMANOVA, P =0.2192 PERMANOVA, P = 1.000
@

0.6 A .| 04 *

5 0.4 - m

& i £ 027

g 0.2 r\E‘ . @ ‘s

~ [} ~ 0.01 m -

3 001 s < 3 ’

& a A A. ) 8 0.2 .-
-0.2 " ‘e ®
04 : ; : : Ll

06 04 -02 00 02 04 T T T T
04 02 0.0 0.2

PCoA 1 (51,64%)

PCoA 1 (55,55%)

‘ Control group baseline . Control group endpoint A BN group baseline . BN group endpoint
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Brazil nuts (Bertholletia excelsa H.B.K.) intake in energy-restricted intervention
decrease pro-inflammatory markers and intestinal permeability of women with

overweight/obesity: a controlled trial (Brazilian Nuts Study)

Brenda Kelly Souza Silveira; Alessandra da Silva; Karina Waskow, Hércia Stampini Duarte

Martino, Josefina Bressan, Helen Hermana Miranda Hermsdorff
ABSTRACT

Background/objective. Obesity is related to low-grade inflammation and increased
intestinal permeability (IP). In this context, Brazil nuts (BN) (Bertholletia excelsa H.B.K.)
seems the most promising nut type in control inflammation by enhancing antioxidant
defenses. Therefore, our objective was to evaluate the effect of daily BN intake on
inflammatory biomarkers and IP in an energy-restricted condition. Methods. In this eight-
week non randomized controlled trial, 56 women with overweight or obesity were allocated
into two energy-restricted groups (-500 kcal/day): control group (CO) (nuts-free diet) and
Brazil nuts (BN) group (8g BN/day; 347.2 ug of selenium). Inflammatory cytokines were
analyzed in plasma. Permeability was analyzed by the lactulose/mannitol test (LM ratio).
Results. In total, 46 women completed the intervention. Both groups reached similar energy
restriction and weight loss. BN group achieved lower values of CRP, TNF, ILI1-f, IL-8,
lactulose excretion (%) and LM ratio, compared to CO. Changes (A) in plasma selenium
(Se) were negatively correlated to changes in IL1-B and IL-8 concentrations. Changes in IL-
8 were positively correlated to changes in LM ratio. Complementary, variations in plasma
Se (B = - 0.054; adjusted R?= 0.100; CI 95% = - 0.100; - 0.007; P = 0.025) were predictive
of changes in IL-8 concentration, and that variations in IL-8 (B = 0.006; adjusted R?=0.101;
CI95% = 0.001; 0.011; P = 0.024) were predictive of changes in the LM ratio. Conclusion.
Regular BN intake showed to be a promising complementary strategy to control low-grade
inflammation and improve IP in women with obesity ongoing to energy restriction.
However, BN effects seem Se dose-dependent. Brazilian Registry of Clinical Trials —

ReBEC (ID: RBR-3ntxrm).

KEYWORDS: Brazil nut, selenium, meta-inflammation, intestinal health, gut permeability
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GRAPHICAL ABSTRACT
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INTRODUCTION

Obesity is a condition characterized by metabolic imbalances that result in increased
body fat, oxidative stress, and low-grade inflammation or meta-inflammation. This last
condition of increased production of pro-inflammatory cytokines without clinical signs of
inflammation (KHANNA et al., 2022; WEN et al., 2022) is involved in the genesis of several
chronic diseases that accompany obesity, such as hypertension, diabetes, dyslipidemia,
cardiovascular diseases, among others (BAKHTIYARI et al., 2022; NEDIANI; DINU, 2022).

The relationship between obesity, inflammation and intestinal disruptions is also
described, including increased intestinal permeability (IP) (FARRE et al., 2020; GASMI et
al., 2021). If loosening of tight junctions accompanies increased body fat and feeds back
inflammation, lower intestinal selectivity allows several antigens reaching the lamina propria,
and activating the immune system and, consequently, the inflammation. Therefore, obesity
promotes increased IP, and increased IP promotes obesity in a vicious cycle (FARRE et al.,
2020; TEIXEIRA et al., 2012).

In this context, energy restriction with weight loss and adoption of a healthy dietary
pattern are the conventional treatment for managing obesity, low-grade inflammation, and
associated complications (ABESO, 2022; MANNA; JAIN, 2015; SILVEIRA et al., 2018).
Some foods in particular, such as nuts, have potential anti-inflammatory and anti-obesogenic
effects, including hunger control, due to their composition, consisted mainly by unsaturated
fatty acids, vitamins, minerals and polyphenols (GERVASI et al., 2021; ROCHA et al., 2023;
SILVA et al.,, 2022). However, the effects are controversial and differ between studies
according to the type of nut ingested, quantity and frequency of consumption (MAZIDI et al.,
2016, 2018; NEALE et al., 2017).
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Considering all the varieties of nuts available, BN have shown to be the most
promising in increasing antioxidant defenses and reducing oxidative stress (GODOS et al.,
2022; SILVEIRA et al., 2020). However, clinical trials about the effect of BN on
inflammation are inconclusive (CARDOZO; STOCKLER-PINTO; MAFRA, 2016;
GHANAVATI et al., 2021; SILVA et al., 2019) and, to our knowledge, no clinical trials have
investigated the effect of this nut on IP. Therefore, we investigated the effect of daily BN
consumption on inflammatory markers and IP of women with overweight/obesity in energy-

restricted condition.

METHODS

Study design

The present study is a non-randomized, controlled parallel eight-week intervention
(Supplementary figure 1). Participants recruitment was by convenience sampling. We
highlight that baseline data did not differ between groups. Study protocol was registered in
the Brazilian Registers of Clinical Trials — REBEC (protocol: RBR-3ntxrm) and approved by
local ethical committee of the Universidade Federal de Vicosa (CAAE:
92004818.0.0000.5153; UP protocol number: 2.832.601/2018), being in accordance with
Helsinki Declaration. All participants were informed about research objectives and study

procedures, and provided written informed consent.

Study Participants

The recruitment and all intervention procedures occurred at the Department of
Nutrition and Health of the Universidade Federal de Vicosa-MG, Brazil, between June 2019
and September 2021. We included only adult women (age 20-55 years), in overweight
condition (body mass index (BMI) > 27 kg/m? and < 30 kg/m?), who presented increased
body fat (> 32%) and increased waist circumference (WC) (> 80 cm), and at least one other
cardiometabolic risk factor, which could be: high blood pressure > 130/90 mmHg,
triglycerides > 150 mg/dL or fasting blood glucose > 100 mg/dL and < 130 mg/dL. Women
with obesity (BMI > 30 kg/m?) with same age also were included regardless of the presence
of other associated risk factors.

We did not include pregnant, lactate, or menopausal women; athletes; vegans; women

with history of the following diseases: positive HIV; hepatic, digestive or kidney diseases;
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cardiovascular complications; thyroid disruptions; cancer; eating disorders; history of drug
and/or alcohol abuse; all inflammatory diseases, aversion or allergy to nuts; infectious episode
in the last month (including COVID-19). Other non-inclusion criteria were use of anti-
inflammatory drugs, corticosteroids, antibiotics; body weight instability (> 6% of variation in
the last 3 months); regular consumption of any quantity of BN; alcohol consumption higher
than 21 units (168g) per week; dental problems that interfere with chewing; use of vitamin,
mineral, and omega-3 supplements.

The initial recruitment and screening were carried out through social media, posters
and an online questionnaire. Women who met essential eligibility criteria were invited to face
to face visit at Laboratory of Energy Metabolism and Body Composition (LAMECC-UFV).
In this second stage, inclusion criteria were thoroughly verified, including the anthropometric

measurements and clinical history.

Energy-restricted intervention

Before starting the intervention, the participants were monitored in a run-in period (7
days) in order to exclude those with low probability of adherence to the protocol. At the
beginning of the intervention, all participants were instructed to follow an energy-restricted
diet. Five individualized menu options were provided to each participant. The menu was
divided into five meals: breakfast, morning snack, lunch, afternoon snack and dinner. Energy
restriction was calculated by subtracting 500 kcal from Estimated Energy Requirement (EER)
(IOM, 2005), and the distribution of macronutrients was based on the recommendations of
guidelines for obesity management (50% carbohydrates, 30% lipids, 20% proteins)
(AHA/ACC et al., 2014). Biweekly, a nutritionist provided individualized counseling and
monitored the adherence to meal planning.

Women were allocated in control or BN group. Control group followed an energy-
restricted diet free of any type of nuts. BN group consumed two units of BN (8 g/day; 347.2
pg of Se) in the morning snack (9 to 10 am). The portion of BN was determined according on
pronounced benefits of BN with doses above 290 pg/Se/day (COMINETTI et al., 2011,
2012). The organic BN from Amazonas (Brazil) was donated by ECONUT®
(https://econut.com.br/). The nuts were vacuum packed (Selovac Sealer model 200 B) in
laminated packaging and kept at -20° until distribution to the participants.

In order to balance lipid and energy intake between BN and control group, the

research team provided salad dressing to both groups. BN group consumed 1 tablespoons/day
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of sauce made from canola oil and lemon (2:1), and control group consumed 2

tablespoons/day of sauce made from soybean oil and lemon (2:1).

Food intake assessment

At baseline, participants filled three-day food records on non-consecutive days (two
weekdays and one weekend day). 24-hour recalls were applied by a trained dietitian in the
fourth week and at the end of the intervention, to monitor consumption during the
intervention. The reported intake was entered in the software REC24h-ERICA, adapted for
the Brazilian population (BARUFALDI et al., 2016). To estimate the intake of energy, macro
and micronutrients, we related the food consumption data to a nutritional composition table

(IBGE, 2011) into the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc. version 26.0).

Data Collection

Anthropometry and body composition

Anthropometric assessment was performed after overnight fasting, on the first and last
day of the intervention. Body weight was determined using bioelectrical impedance (Inbody
230, Biospace Corp.) with a capacity of 150 kg and an accuracy of 100 g. Body composition
was assessed by Dual-energy X-ray Absortiometry (DEXA) (Lunar Prodigy Advance DXA
System, GE Lunar). Height was measured using a vertical millimeter stadiometer (Seca 206
model, Hamburg, Germany) with a length of 2.2 m (accuracy 0.5 cm). An inelastic tape
(precision 0.1 cm) was used to measure the hip circumference in the maximum posterior
extension of the gluteus and WC at the height of the umbilicus. Two measurements were
performed and the mean value recorded. BMI was calculated by dividing weight (kg) by the
square of height (m).

Blood samples

Blood samples were collected at the beginning and end of the intervention period. The
participants attended the LAMECC-UFV fasted overnight (12h), blood samples were
collected by venipuncture, under vacuum, using tubes with EDTA and tubes for analysis of
trace elements. Then, the blood was centrifuged (1500 g, 15 min, 4°C) for plasma separation,

and stored at —80°C until the analysis.
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Plasma Se concentrations (u/L) were determined in a commercial laboratory by

inductively coupled plasma mass spectrometry, according to standard protocols.

Intestinal Permeability (IP)

IP was determined based on lactulose/mannitol (LM) test. In the night before the LM
test, the participants collected all urine excreted after the last meal of the day, until the
beginning of the test. This pretest urine was used only as control. In the LM test day, 10-12h
overnight fasting, the participants drank a solution containing lactulose (10 g), mannitol (5 g)
and sucrose (20 g) in a volume of 200 ml. Then, all urine excreted was collected during 4
hours and 30 minutes. Food intake was not allowed during the test, and water intake was
controlled (150 ml after 2h and 3h of testing). The total volume of urine excreted the night
before the test (control urine) and during the test (test urine) was recorded. After thoroughly
mixing, two urine samples (control and test) of 30 ml each were separated. Each sample was
added with 7mg of thimerosal and stored at -20°C until analysis.

For the analyzes, the urine was defrosted and homogenized by vortexing. Then, 2 ml
of urine was filtered through a microporous polyethersulfonic membrane (PES) (0.22 um x 13
mm). The excretion of lactulose and mannitol was quantified by HPLC using Dionex
Ultimate 3000 Dual equipment coupled to a refractive index (RI) detector (Shodex RI-101)
kept at 40 °C. The analytes were isocratically separated on an Aminex HPX-87C column (250
x 4.0 mm) maintained at 70°C. Ultrapure water was used as the mobile phase with a flow rate
of 0.3 mL/min. The calibration curve was established using lactulose and mannitol as external
standards. The total volume of urine collected was multiplied by the concentration of each
sugar in order to obtain the total amount excreted in the urine. Results were expressed as
percentage of excretion of mannitol (% M) and lactulose (% L) and as the lactulose/mannitol
ratio (LM ratio). The LM ratio cutoff point > 0.035 was adopted to classify increased IP
(LINSALATA etal., 2014, 2018).

Inflammatory markers

Plasma C-reactive protein (CRP) was determined by the ultrasensitive method in a
commercial laboratory by immunoturbidimetry, according to standard protocols. CRP values
greater than 45 mg/dL were excluded from the analysis. Plasma cytokine concentrations were
determined by flow cytometry using the BD FACSVerse™ Flow Cytometer equipment (BD
Biosciences, USA). The plasma concentration of cytokines (interleukin-1p (IL-1p), IL-6, IL-
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8, IL-10, tumor necrosis factor (TNF)) was measured using Cytometric Bead Array (CBA)
(BD Biosciences, EUA) according to the manufacturer’s instructions. Data were analyzed

using FCAP Array Software v3.0 (BD Biosciences, USA).

Statistical Analysis

Statistical analyzes were performed in SPSS software, version 24.0 for Windows
(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). A significance level of 5% was adopted in all analyzes. The
Shapiro-Wilk test was chosen to test the normality of all variables. Data were expressed as
mean + standard error (SE), median (p25-p75), bar graph, box plot or dispersion graph.

Delta (A) values were calculated as endpoint — baseline measure. Differences in
anthropometric and biochemical variables, body composition, and inflammatory cytokines
were investigated using paired #-tests for intragroup differences, and independent-samples ¢
test for differences between groups. Mann-Whitney-U and Wilcoxon tests were chosen to
identify differences between IP variables between groups and intra-groups, respectively.

Pearson and Spearman correlations were used to investigate the association between
changes (A) in IP variables, inflammatory cytokines and plasma Se concentration. Finally,
simple linear regression analysis was performed to verify whether the increase in plasma Se
(explanatory variable) is predictive of reduction in inflammatory cytokines (dependent
variables), and also whether reductions in cytokine concentration (explanatory variables) are
predictive of reductions in the LM ratio (dependent variable). The residuals were evaluated
according to assumptions of normality, homoscedasticity, linearity and independence.

Statistic power was calculated using the GPower v. 3.1.9.4 software and selecting the
option a posteriori: for non-parametric testing. We adopted intestinal permeability as primary
outcome measured by lactulose excretion (%). We also considered bilateral significance and o
= 5% and used the mean + SD of both intervention groups to determine the d effect. Finally,
our sample have 97% of power to detect differences in intestinal permeability of the two

independent groups.

RESULTS

In total, 56 women were allocated to CO or BN treatment groups and 46 (82.1%)
completed the intervention (Supplementary Figure 2). The mean age was 34.0 years (SD +

7.4 years), 17.4 % had overweight, and 82.6% had obesity (class I: 60.9%, class II: 10.9%,
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and class III: 10.8%). There was no difference between groups for anthropometric variables,
body composition, plasma Se and biochemical markers at baseline (Supplementary table 1).
There was also no difference between groups for biochemical markers, including fasting
glucose, triglycerides, total cholesterol, LDL-cholesterol, and HDL-cholesterol (data not
shown).

Before the intervention, CO group presented higher consumption of polyunsaturated
fatty acids (PUFA) than BN. Compared to baseline, CO significantly reduced the intake of
saturated fatty acid (SFA), while BN increased the intake of PUFA and fiber. During 8-wk
intervention, only Se intake differs between groups (Supplementary figure 3).

No statistical differences were identified between groups for energy restriction (CO A
- 253.7 + 169.4 kcal/day; BN A - 265.8 + 141.8 kcal/day), weight loss (CO A - 2.5 = 0.5 kg;
BN A - 3.5 + 0.5 kg) and WC reduction (CO A - 3.5 £ 0.7; BN A - 5.2 £ 0.6). Plasma Se
concentration was used as compliance for BN intake. In this sense, BN group showed a
significant increase (P < 0.001) in plasma Se (A 159.4 £ 17.1 pg/L) compared to CO group (A
- 2.2 + 8.6 ug/L), corroborating adherence to the intake of BN.

After 8-wk intervention, BN group presented lower values of CRP, TNF, IL1-B, and
IL-8 compared to CO group (Table 1). In fact, the BN presented improvements in systemic
inflammation. The prevalence of women with normal CRP (< 3 mg/L) in BN group increased
(24.0% to 36.0%) after 8-wk intervention, while this prevalence reduced in CO group (23.8%
to 4.7%).

BN group also presented lower values for lactulose excretion (%) and LM ratio,
compared to CO group. However, delta (A) values were similar between groups for all IP

variables (lactulose (%), mannitol (%), and LM ratio) (Figure 1).



Table 1. Outcome fasting inflammatory biomarkers at baseline and endpoint of 8-wk

intervention, according to treatment group.

Control group (n=21)

BN group (n = 25)

Baseline Endpoint P Baseline Endpoint P
CRP (mg/L) 8.0+13 94+12%* 0466 7.1%+1.0 56+0.8* 0.133
TNF (pg/mL) 35£1.2 32+£12*% 0.831 37£1.0 0.8+£0.3* 0.024
IL-10(pg/mL) 1.6+.3 1.1£02 0.152 2.1%03 1.4+0.1 0.116
IL-6 (pg/mL) 9515 6.5+0.8 0202 11.0%13 4.8+5.8 0.013
IL-1B (pg/mL) 39+£0.38 33£07* 048  22+0.6 0.1£0.1* 0.005
IL-8 (pg/mL) 15.1+1.7 16.8+2.6* 0.636 182+1.6 10.8+2.1* 0.001

Values are mean = SEM (standard error).

BN: Brazil nuts, CRP: C-reactive protein; TNF: tumor necrosis factor; IL: interleukin.
P = Differences intra-group (paired ¢ test, P < 0.05). * Differences between groups (independent-

samples 7 test, P < 0.05).
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Figure 1. Intestinal permeability outcomes, according to treatment group (control or Brazil nuts).

A) B) C) are absolute values, after 8-weeks intervention, and D) E) F) are delta (A) values, which means endpoint — baseline. LM ratio: lactulose
/ mannitol ratio. P = Mann-Whitney-U test. All values are median, p25-p75.
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We also classified the participants according to treatment group (CO or BN) and
weigh loss achieved after 8-weeks intervention (< or > 4kg). The participants who did not
achieved the proposed weight loss (at least 4 kg), but consumed BN had greater reduction in
TNF, IL1- B, and IL-8, compared to CO group. In BN group, participants who lost more
weight presented greater reductions in CRP (Table 2).

As expected, changes (A) in plasma Se were negatively correlated to changes in IL1-p
and IL-8 concentrations. In addition, changes in IL-8 were positively correlated to changes in
LM ratio (Figure 2). Complementary, linear regression analysis indicated that variations in
plasma Se (B = - 0.054; adjusted R? = 0.100; CI 95% = - 0.100; - 0.007; P = 0.025) were
predictive of changes in IL-8 concentration, and that variations in IL-8 (B = 0.006; adjusted R*

=0.101; CI195% = 0.001; 0.011; P = 0.024) were predictive of changes in the LM ratio.
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Table 2. Intestinal permeability and inflammatory variation according to the intervention group and weight loss (< or >4 kg) after 8 weeks of

intervention.
Control group (n = 21) BN group (n =25)
Weight loss Weight loss
<4kg(n=14) >4kg(n=7) P <4 kg (n=14) > 4kg (n=11) P

A Lactulose (%) 1.36 £ 0.68 1.30 £ 1.00 0.962 -1.05+£1.12 -0.00£0.28 0.410
A Mannitol (%) 1.60 +3.33 -2.05+£5.08 0.541 -7.01 £5.31 -3.55+£9.7 0.561
A LM Ratio 0.04 £ 0.03 -0.00 £0.10 0.933 0.11 £0.09 0.02 +£0.03 0.434
A CRP (pg/mL) 1.01 £0.89 0.37 £ 3.07 0.791 -0.03£0.84 -2.24+£0.76 0.044
A TNF (pg/mL) 0.89 +1.20 * -2.65+1.69 0.111 -423+1.63 % -1.26 £ 1.66 0.220
A IL-10 (pg/mL) -0.44 £0.35 8.79 £9.83 0.190 -1.09 £0.51 -0.15+£0.23 0.258
A IL-6 (pg/mL) -333+£2.17 -0.33+£3.1 0.439 -490+£1.34 -3.08 £2.94 0.556
A IL1-B (pg/mL) -0.53+£0.59 * -3.08 £2.94 0.575 -2.57+£0.78 * -1.65 £1.27 0.524
A IL-8 (pg/mL) 1.69 +3.99 * 19.63 £7.42 0.998 -10.14 £ 2.41 * -5.68 £3.62 0.300

Values are mean + SEM. Delta (A) values means endpoint — baseline assessment.
P = refer to the comparison within-group between weight loss categories (independent-samples ¢ test).

* refers to significant differences between control and BN groups in those classified with weight loss values < 4kg obtained through independent-samples ¢

test.

BN: Brazil nuts. BMI: body mass index WC: waist circumference BF: body fat LM: lean mass CRP: C-reactive protein TNF: tumor necrosis factor IL:

interleukin
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Figure 2. Pearson or Spearman correlations between changes in plasma selenium, pro
inflammatory cytokines and lactulose / mannitol ratio (LM ratio) (n = 46).
IL interleukin. Delta (A) values means endpoint— baseline assessment.
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DISCUSSION

In this study, BN consumption resulted in lower concentration of inflammatory
markers (CRP, TNF, IL1-f and IL-8), urinary lactulose excretion (%) and LM ratio,
compared to the CO group. The BN group also significantly increased plasma Se
concentration, and this increase was correlated with greater reductions in pro-inflammatory
cytokines (IL-8 and IL1-B). In turn, the reduction in IL-8 was predictive of greater
improvements on IP, as measured by the LM ratio.

We believe that the pronounced effect of BN on inflammatory markers and IP is
mainly related to Se pathways, because the main difference in dietary intake between
intervention groups was the Se intake. The daily consumption of BN (2 units or 8g) provided
a dose of Se 6.3 times greater than the Recommended Dietary Allowances (RDA) (55 pg),
without exceeding the Tolerable Upper Intake Level (UL) (400 pg) (IOM, 2011).
Consequently, plasma Se concentrations were also significantly higher in the BN group. Other
aspects of dietary intake were very controlled, so both intervention groups consumed diets
with the same lipid profile, macronutrient distribution as well as achieved similar energy
restriction (~250 kcal/day) and weight loss.

The Se participates of inflammatory response control by cross-talk with regulatory
pathways of oxidative stress. Low plasma Se impairs the synthesis of selenoproteins, which
are key enzymes for endogenous antioxidant defense (DUNTAS, 2009; GODOS et al., 2022;
SILVEIRA, et al., 2020). The low antioxidant capacity added to the exacerbated production of
reactive oxygen species contributes to a pro-oxidant state, triggering systemic inflammation
via nuclear factor kappa-B (NF-xB). Inflammation also feeds back oxidative stress, in a
vicious cycle (ALCANTARA et al., 2022; SILVA, et al., 2022). Therefore, reestablishing
homeostasis of Se and selenoprotein metabolism is a measure to control inflammation. In
turn, low plasma Se is associated with the development and progression of several
inflammatory diseases (ALEHAGEN et al., 2016; GIACCONI et al., 2021; LUO et al., 2022)
including intestinal disruptions (BARROS et al., 2020; CASTRO AGUILAR-TABLADA et
al., 2016). In this context, Se supplementation can contribute to manage these pathologies
(ALEHAGEN; ALEXANDER; AASETH, 2016; MAHMOODPOOR et al., 2022).

BN is the richest known food source of Se in a very bioavailable form, as
selenomethionine (ALCANTARA et al., 2022; DIAS et al., 2021) and its effect on
inflammation has been described in clinical trials. In patients undergoing hemodialysis, daily

consumption of BN (1 unit/day; 290.5 ng of Se) for three months reduced IL-6 and TNF
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compared to baseline values (STOCKLER-PINTO et al., 2014). The same research team
showed that this intervention reduced CRP, IL-6 and NF-kB expression compared to a control
group, while increasing the expression of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2). In
addition, Nrf2 was negatively correlated with NF-xB, which was expected, since Nrf2 is a
transcription factor that stimulates the synthesis of antioxidant enzymes, while NF-xB
promotes the synthesis of inflammatory cytokines (CARDOZO; 2016). In healthy subjects,
consumption of a single dose of BN (20 or 50g; 34.8 + 3.2 ug/g of Se) reduced pro-
inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF, IFN-y) and increased the anti-inflammatory
cytokine IL-10, remaining stable for up to 30 days after the ingestion (COLPO et al., 2014).

We noted that clinical trials results point to a dose-dependent relationship between Se
and inflammation. Therefore, very high doses of Se can cause unwanted effects and low doses
may be insufficient to achieve benefits. Consumption of one unit/day of BN containing very
high Se content (~ 1261 pg/d) for two months increased gene expression of pro-inflammatory
cytokines in women with obesity, without modifying plasma concentrations (DUARTE et al.,
2019). Daily intake of BN (6 units; 48 ug Se/d) for six weeks did not change CRP
concentrations in people aged between 52 and 75 years (HU et al., 2016), while female
adolescents with obesity showed no change in CRP concentrations after daily BN
consumption (15-25g/d or 10% of total energy from monounsaturated fatty acids (MUFA))
for 16 weeks. However, the daily dose of Se provided by nuts to the adolescents was much
lower than that of our study (108.5 + 27 g of Se), baseline CRP values were borderline (~3
mg/L) and no energy restriction was proposed (MARANHADO et al., 2011).

Moreover, the participants in the BN group who lost more weight (> 4kg) had a
greater reduction in CRP in this study. Interventions with other nuts that have low Se content
compared to BN did not achieve changes in CRP concentrations, even when using high nut
doses (30g/d) (GOBBO et al., 2015; MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007). Further, only
0.6% of the total energy were provided by MUFA and 1.6% by PUFA from the 2 units of BN.
Although weight loss potentiates the effect of BN, it does not seem to be a prerequisite if BN
has a high Se content. We observed that, even among women who did not achieve planned
weight loss (4 kg), those who consumed BN reduced more TNF, IL1-f, and IL-8. Even
though CO and BN group presented similar weight loss, only the CO group worsen the
prevalence of increased CRP (> 3 mg/L), indicating increase of inflammatory state. Thus, Se
supplementation via BN intake may be an interesting strategy for manage inflammation,

regardless of weight loss.
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Altogether, these evidences support our hypothesis that: 1) Se is the BN component
with the greatest potential to modulate inflammation, compared to other nutrients (bioactive
compounds and unsaturated fatty acids); 2) higher doses of Se (> 290 pg/d) are required for
significant effects; 3) the effect of BN in people with obesity is more pronounced when
accompanied by weight loss.

The systemic inflammation and pro-oxidant state are common in people with obesity,
and promotes damages to the gut mucosa increasing the IP (MANNA; JAIN, 2015; ROHR et
al., 2019). Therefore, energy restriction and weight loss are measures recognized for reducing
inflammatory cytokines (HERMSDOREFF, et al., 2009, 2011; KOKTEN et al., 2021) and
improve I[P (DAMMS-MACHADO et al., 2017; OTT et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2012;
TILVES et al., 2022). As expected, we noted that women with normal IP at the end of
intervention had lower values of BMI, WC, hip circumference, body fat (%), IL1- and
greater concentration of IL-10, independent of treatment group (data not shown).

Despite the similar weight loss achieved by both intervention groups, the BN group
had significantly lower values of lactulose (%) and LM ratio, compared to CO group. We also
identified a correlation between increases in plasma Se with reductions in IL-8 and IL1-B. In
turn, changes in IL-8 concentration were predictors of LM ratio improvement. These findings
reinforce our hypothesis that the increase in plasma Se after BN intervention reduced
inflammation, promoting reduction of IP (Figure 3).

To our knowledge, this is the first clinical trial that evaluated the effect of BN
consumption on IP. We also did not find interventions with humans that have evaluated the
relationship between Se and IP, but experimental studies already shown the protective effect
of Se supplementation on the intestinal mucosa against oxidative stress, via Nrf2 activation
and increase of selenoproteins (LIU et al., 2016; MASEKO et al., 2014; YE et al., 2021).

This study has limitations and strengths. The main limitation is the lack of blinding
and randomization of participants. However, we highlight that the CO group was
appropriated, which means no difference between groups in terms of age, anthropometry,
body composition, metabolic markers, and eating behaviors at baseline. The consume of salad
sauce could also be a confound factor. To minimize this interference, both groups received the
sauce and the lipid profile of both diets was the same. As strengths, we mention the strict
monitoring and control of food intake during all the intervention, and the maintenance of free-
living participants. Finally, this was the first study to investigate the effect of daily BN intake

containing a high dose of Se on IP.
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Figure 3. Mechanisms related to selenium-rich Brazil nut consumption in the context of an
energy-restricted diet.
SeMet: selenomethionine, EROS: reactive oxygen species, IL: interleukin, Nrf2: nuclear

factor erythroid 2-related factor 2, NF-«kB: nuclear factor kappa-B.

Energy restriction promotes weight loss reducing the pro-inflammatory stimulus. Brazil nuts
provide high bioavailable selenium (SeMet), so increase plasma selenium and consequently,
Nrf2 activation. As result, the production of antioxidant enzymes increases improving redox
state. This reduction in the pro-oxidant stimulus led to less epithelial damage and less NF-xB
activation, which means less pro-inflammatory cytokines reaching the bloodstream. As result,
the intestinal environment receives more antioxidant enzymes and less pro-inflammatory
stimulation, especially IL-8 and IL-1p, resulting in less epithelial damage and decrease in
intestinal permeability.

CONCLUSION

Daily intake of BN during 8 weeks reduced plasma inflammatory markers (CRP, TNF,
IL1-B and IL-8) and improved intestinal permeability in women with overweight/ obesity in
energy-restriction, compared to those women with free-nuts diet. Our outcomes also indicate
a Se dose dependent effect of BN consumption as well as an interrelationship of increase in

plasma Se, reductions in pro-inflammatory cytokines and improvements on IP. Therefore, BN
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intake showed to be a good complementary strategy to control low-grade inflammation in

women with obesity, and consequently, improve IP.
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Supplementary figure 1. Study design and methodology.
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Supplementary table 2. Baseline participants’ characteristics and dietary consumption
during 8-week intervention for treatment group.

Control group BN group P
(mn=21) (n=25)

Baseline characteristics

Age (years) 33.1+1.8 348+1.5 0.380
BMI (kg/m?) 345+1.2 32.8+0.6 0.097
WC (cm) 1099 £2.5 107.8 £ 1.8 0.200
WHR 09+0.1 09+0.1 0.173
Total BF (kg) 44120 399+13 0.093
Total BF (%) 49.1+£0.9 473 +£0.9 0.195
Total LM (kg) 40.2+1.2 40.4+£0.9 0.590
Total LM (%) 45.1+1.0 47.6 £0.8 0.073

Data are expressed as mean + SEM. P = refer to t-tests for differences between independent
continuous variables.
BN: Brazil nuts, BMI: body mass index WC: waist circumference WHR: waist-to-hip ratio
BF: body fat MUFA: monounsaturated fatty acids. PUFA: polyunsaturated fatty acids. SFA:
saturated fatty acids.
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Supplementary figure 3. Dietary consumption before and during 8-week intervention,
according to treatment group.

BN: Brazil nuts CHO: carbohydrate PTN: protein LIP: lipids MUFA: monounsaturated fatty acids
PUFA: polyunsaturated fatty acids SFA: saturated fatty acids. * Intra-group difference (baseline x
endpoint) (paired z-test, P < 0.05). Student t test was performed for comparison between groups (P <
0.05). PUFA was different between groups at baseline. Selenium was different between groups during
8-week intervention.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Neste projeto, duas intervencdes foram conduzidas. Todo o protocolo da pesquisa foi
elaborado considerando o nosso publico alvo (mulheres com excesso de peso), o controle
rigoroso de possiveis varidveis de confusdo, bem como a redu¢do nas perdas de seguimento.
Algumas dificuldades enfrentadas na fase 1 embasaram mudangas que ocorreram no
protocolo da fase 2. A seguir, listo alguns dos desafios enfrentados que podem contribuir para

execucdo de projetos futuros.

- Ajustes no protocolo e tamanho amostral: Houve um alto percentual de perda de
seguimento (40%) no estudo 1. Um dos fatores que mais contribuiu para as perdas foi o
extenso protocolo de coleta de dados que incluia 4 dias de coleta (2 na linha de base e dois
apés a intervencgdo), além de visitas frequentes ao laboratdrio para retirada de materiais e
consultas de monitoramento. Para a segunda fase, reduzimos o protocolo e os procedimentos
do estudo. Como resultado, a perda de seguimento baixou para 1,11%. Assim, no estudo 2,

alcancamos maior tamanho amostral em menor periodo de tempo.

- Perfil das socioeconomico das participantes: Neste projeto, ndo utilizamos renda e
escolaridade como critérios de selecdo das participantes. Nossa amostra consistiu
majoritariamente de mulheres de baixa renda (< R$ 500,00 per capita) e baixa escolaridade,
geralmente do lar ou autonomas. Esse publico possui maior disponibilidade de tempo para
comparecer a Universidade para realizacio dos procedimentos inerentes a pesquisa,
entretanto, tem dificuldade para entender as orientacdes dos pesquisadores, relatam baixo
acesso a determinados alimentos (frutas e hortaligas, ldcteos e carnes, principalmente) e tem
dificuldade em reportar o consumo alimentar com precisdo. Isso contribuiu para duas
limitacdes importantes: menor precisdo na estimativa do consumo alimentar e menor adesao
ao protocolo dietético. Estudos futuros devem considerar a renda como fator limitante a

adesdo ao protocolo.

- Adesao ao protocolo dietético: Uma grande dificuldade na condugdo de estudos com
intervencdo dietética € a variabilidade na adesdo entre os participantes, especialmente em
estudos de vida livre. Além da renda ser um fator limitante, como ja discutido, pessoas com
excesso de peso tendem a subestimar o consumo de alimentos em 30 a 50% (CHAO;
QUIGLEY; WADDEN, 2021). Além disso, a adesdo desse publico a protocolos dietéticos €

de 60,5% (ROGERS et al.,, 2016). Estudos futuros devem considerar outros fatores que
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dificultam ainda mais a adesdo ao plano alimentar, tais como estado emocional, jornada de

trabalho, tipo de emprego, etc.

- Duracio do estudo: O estudo teve duracdo de 8 semanas e esse tempo foi definido com
base em dois critérios principais: 1) o tempo minimo necessdrio para observar mudangas nos
desfechos avaliados; 2) o aumento na desisténcia das voluntdrias a medida que o projeto se
estende. Embora ndo seja um periodo tdo curto e muitos ensaios clinicos adotem 8 semanas
como duracdo, é possivel que algumas adaptacdes mais complexas em marcadores e na
microbiota ficassem mais evidentes com um periodo mais longo. Estudos futuros devem
considerar a duracdo de 12 semanas, porém, com protocolos enxutos e direcionados a
objetivos especificos, a fim de reduzir o nimero de visitas ao laboratorio e as perdas de

seguimento.

- Auséncia de randomizacao no estudo 2: Devido a pandemia da COVID-19, houve atraso
na coleta do estudo 2 do Estudo Castanhas Brasileiras, o que inviabilizou a coleta de novos
dados para um grupo controle. Por isso, o grupo controle do estudo 2 foi 0 mesmo do estudo
1, tratando-se de um estudo controlado, mas nido randomizado. Com atraso na coleta de dados,
também ndo foi possivel realizar andlises da microbiota no estudo 2, o que poderd ser

realizado futuramente.
Também destaco os principais pontos fortes da nossa pesquisa.

- Randomizacio e grupo controle: No estudo 1, conseguimos realizar a aloca¢do randomica
das participantes e utilizamos o método de minimizacdo que foi fundamental para equilibrar
os grupos no que se refere a idade, valores de IMC e percentual de gordura.
Consequentemente, o perfil metabdlico também foi equilibrado entre os grupos. Na fase 2,
apesar da impossibilidade de randomizacdo, prezamos pelo grupo controle, e os grupos ndao

diferiram em perfil antropométrico e metabdlico na linha de base.

- Restricao calérica: Optamos por uma restricdo calérica moderada ( -500 kcal/dia) e
calculada sobre a estimativa de gasto energético, pensando na viabilidade dessa restricdo no
cotidiano das participantes, e para evitar prescricado de dietas com valor caldrico inferior a
1400 kcal. A restri¢do calculada sobre o cédlculo da necessidade energética e ndo do consumo
habitual minimiza variacdes causadas por sub ou superestimativa do consumo alimentar

habitual.
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- Monitoramento e acompanhamento nutricional: Quinzenalmente, as participantes
compareciam ao laboratério para realizar medidas antropométricas, aplicacio de R24h e
possiveis ajustes na dieta. Dessa forma, conseguiamos identificar de forma precoce as
principais dificuldades na adesdo a dieta, verificar habitos e o consumo de alimentos ndo
permitidos durante a intervencdo e corrigir falhas de maneira precoce. Ao longo de toda a
intervencdo, o monitoramento também foi realizado de forma remota via WhatsApp, e esse

contato podia ser solicitado tanto pelas participantes quanto pelas pesquisadoras.

- Analise da microbiota: Nosso sequenciamento do gene 16S permitiu ampla classificacido
taxonOmica, incluindo reino, filo, classe, ordem, familia e género. Esse grande detalhamento
taxondmico é fundamental para reduzir a variabilidade nos resultados identificada nos estudos
com a microbiota. Quanto maior o detalhamento taxondmico, maior a especificidade da
atuacdo daquele grupo de microrganismos. Nao realizamos a andlise em nivel de espécie
porque os estudos sobre consumo de castanhas e microbiota ainda sdo escassos. A andlise em
nivel de espécie envolve alto custo e alto grau de detalhamento, e deve ser utilizada no futuro
de forma direcionada para confirmar hipéteses ou associagOes identificadas nos estudos

preliminares.

8. CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados das duas intervengdes descritas no presente estudo, € possivel

concluir que:

Estudo 1:

O consumo de castanhas brasileiras (15 g de castanha-do-brasil e 30 g de castanha de
caju) durante oito semanas, associado a restricdo caldrica, promoveu beneficios a saide
intestinal de mulheres com obesidade, por meio do aumentou de bactérias comensais
(Ruminococcus, Roseburia, NK4A214_groups, e UCG-022) e, consequentemente, do acido
propidnico fecal, em relagdo ao grupo controle, sem modificar o pH fecal. Além disso, essa
intervencdo protegeu contra o aumento da permeabilidade intestinal observado no grupo
controle. Contudo, ndo houve mudanca na concentragdo plasmaética de citocinas inflamatérias

ou diferencas na perda de peso entre os grupos.
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Estudo 2:

O consumo didrio de castanha-do-brasil (8 g) com alto contetido de selénio (347,2 pg),
associado a restri¢do caldrica, melhorou significativamente o estado inflamatério (reducio de
PCR, TNF, IL1-p e IL-8) e a permeabilidade intestinal de mulheres com excesso de peso. Tais
beneficios foram independentes da perda de peso (similar entre os grupos) e relacionados ao
aumento significativo na concentra¢io plasmdtica de selénio, de modo que:

a. O aumento no selénio plasmatico se correlacionou com maiores reducoes de IL-
8 e IL1-P.

b. Redugdes na concentracdo plasmatica de IL-8 foram preditivas de melhoras na
permeabilidade intestinal, medida pela razio lactulose/manitol.

Portanto, o consumo regular de castanhas brasileiras pode ser uma estratégia adjuvante
ao tratamento nutricional convencional (restricao caldrica e mudancas no padrdo alimentar) da
obesidade e das alteracdes metabdlicas associadas. Ambas as intervengdes promoveram efeito
positivo na saudde intestinal. Todavia, somente a interven¢do com castanha-do-brasil e alto
conteudo de selénio foi capaz de reduzir citocinas pré-inflamatdrias no plasma, e este efeito

foi preditivo de maior reduc@o na permeabilidade intestinal.
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10. APENDICES

APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de consentimento livre e esclarecido (ESTUDO 1)

ESTUDO

castanhas brasileiras

ERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Folha 1/2)

Vocé esta sendo convidada com voluntaria a participar da pesquisa “Efeito do Consumo de um mix de Casta-

nhas sobre a reducdo do Peso e Composicdao Corporal, Apetite, Ingestdo Alimentar, Reguladores Metabdlicos

e Marcadores Genéticos”. Todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa encontram-se descritas abaixo e

caso existam dividas, favor esclarecé-las antes da inatura do pr termo.

Titulo do projeto de pesquisa: Efeito do Consumo de um mix de Castanhas sobre a redugio do Peso e Composigao Cor-

poral, Apetite, Ingestio Alimentar, Reguladores Metabdlicos e Marcadores Genéticos.
Pesquisadores responsaveis: Professores Josefina Bressan (coordenadora) e Helen Hermana Miranda Hermsdorff

|. Objetivos do estudo

Avaliar o efeito de um acompanhamento nutricional com dieta restritiva, associada ou nio a uma suplementagio de castanhas
(castanha de caju e/ou castanha-do-Brasil), sobre a perda de peso, ingestio alimentar, marcadores bioquimicos e pardmetros
comportamentais em mulheres adultas com excesso de peso.

2. Dos procedimentos para a coleta de dados:

Local de execucdo: A pesquisa sera desenvolvida no Laboratério de Metabolismo Energético e Composicio Corporal
(LAMECC) do Departamento de Nutrigdo e Salide da Universidade Federal de Vigosa.

Voluntarios: Mulheres adultas (20 a 55 anos) com excesso de peso (2 27 kg/m?, 2 32% gordura corporal e perimetro da cintu-
ra 2 80 cm), que estdo a procura de acompanhamento nutricional para emagrecimento e que apresentem alteracdo na pressao
arterial (2130/285 mmHg ou anti-hipertensivo), na glicemia (2 100 mg/dL ou medicagio hipoglicemiante) ou triglicerideos (2
150 mg/dL ou medicagio).

Coleta de dados: Todos os voluntarios do estudo responderio a questiondrios estruturados contendo perguntas sobre histo-
ria clinica e socioeconomica, habitos alimentares, nivel de atividade fisica, comportamental frente ao alimento, e qualidade do
sono. O acompanhamento terd duragio de 8 semanas e a coleta dos dados sera realizade no inicio, durante, e ao final do estu-
do. Durante esse periodo o voluntario seguird uma dieta individualizada com ou sem redugio de 500 calorias, a qual podera ou
ndo ser acompanhada da ingestdo de 45g de uma mistura de castanhas fornecida semanalmente pelos pesquisadores. Os para-
metros avaliados serdo: peso, altura, gordura corporal, gasto de energia, andlises sanguineas completas e atividade de genes
relacionados com inflamagdo, estresse oxidativo e metabolismo. Para a avaliagio dos dados, sera necessario coletar amostras
de sangue e urina, no inicio e ao final do estudo. Durante esse periodo de acompanhamento nutricional, os voluntirios serao
orientados a manter o nivel de atividade fisica habitual e a ndo ingerir bebida alcodlica.

Da utilizacdo e armazenamento dos dades: Os dados coletados serdo arquivados no laboratério de realizagio da pesquisa asse-

gurando-se a privacidade dos participantes e ficardo a disposicio da equipe envolvida no projeto. Estes dados poderio ser utili-
zados para a publicagdo de trabalhos cientificos e outros materiais, sendo assegurado o sigilo dos voluntarios. Além disso, os

mesmos serdo divulgados apenas de forma agregada na forma de graficos efou tabelas em veiculos académicos.

3. Dos beneficios para os individuos

Todos participantes incluidos na pesquisa terdo seu estado nutricional avaliado e receberdo acompanhamento nutricional por 8
semanas, exceto em caso de desisténcia, visando a perda de peso e a promogio da sua salde. Além disso, os participantes do
estudo terdo acesso aos seus dados de avaliagio antropomeétrica, composigio corporal e bioquimicos.

4, Dos potenciais riscos para os individuos

Nio existem riscos para a salide dos participantes, pois os procedimentos invasivos serdo realizados por pessoas treinadas,
minimizando ao méximo eventuais desconfortos. A coleta de sangue sera realizada por um técnico em enfermagem, utilizando
apenas materiais descartdveis, sendo possivel uma sensagdo incdmoda ou dolorida na hora de inserir a agulha e formagdo de
hematomas no local da entrada da agulha algumas horas apés o teste. No caso de eventuais complicagdes no momento da pun-
¢do venosa, serdo prestados os primeiros socorros no local pelo técnico em enfermagem e, caso aja necessidade, o voluntirio
sera encaminhado para a Divisdo de Saide e recebera os cuidados necessarios. Ainda, os alimentos fornecidos no estudo terio

boa procedéncia e qualidade e serio bem acondicionados visando manutengio da qualidade nutricional e microbiologica.

A equipe de trabalho ndo se responsabiliza por informagdes nio prestadas pelo avaliado, que possam interferir na sua saide. O
voluntario também tera direito a indenizagdo caso ocorram danos ndo previstos na pesquisa.

5. Da assisténcia

Durante a pesquisa, os voluntirios receberio avaliagdes nutricionais completas de maneira individualizada, como avaliagdes da
perda de peso e composi¢do corporal.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Folha 2/2)

6. Das despesas
A participagdo como voluntirio na presente pesquisa ndo resultara em qualquer énus. Além disso, ndo havera nenhuma forma
de contrato de trabalho ou remuneragao para com as voluntarias.

7. Da garantia de recusar, desistir ou revogar o consentimento

A participagdo no estudo é voluntaria e vocé pode recusar-se a participar ou pode se retirar do estudo a qualquer momento
sem justificativa ou penalizagio desde que formalizem por escrito.

Eu, ,

fui informada dos objetivos da pesquisa “Efeito do Consumo de um mix de Castanhas sobre a redugdo do Peso e Composigio

Corporal, Apetite, Ingestio Alimentar, Reguladores Metabdlicos e Marcadores Genéticos”, de maneira clara e detalhada, e
esclareci as minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagées e modificar minha decisio de
participar se assim o desejar. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma copia do Termo de Consentimen-

to Livre e Esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas duvidas.

Nome do pesquisador Responsavel:

Endereco: Av, P.H. Rolfs s/n. Laboratorio de Metabolismo Energético e Composigio Corporal (LAMECC), Departamento de
Nutri¢do e Salde, Centro de Ciéncias Bioldgicas II, sala 50, 6° andar. Campus Universitario. Vigosa/MG.

Telefone: (31) 3988-3388

E-mail: castanhasbrasileiras@gmail.com

Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, vocé podera consultar:

CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos Universidade Federal de Vigosa

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario

Cep: 36570-900 Vigosa/MG

Telefone: (31)3899-2492

Email: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vigosa, de de 20

Assinatura do Participante

Assinatura do Pesquisador

143



Termo de consentimento livre e esclarecido (ESTUDO 2)

ESTUDO

castanhas brasileiras

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (FOLHA 1/4)

A Sra. estd sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa “Efeito do consumo diario
de castanha-do-Brasil (BERTHOLETIA EXCELSA H.B.K) sobre redugio do peso e composigao corporal,
metabolismo energético, apetite, ingestao alimentar, reguladores metabodlicos e marcadores genéticos”.
Nesta pesquisa nés pretendemos avaliar o efeito de uma dieta reduzida em calorias associada ou nao
ao consumo didrio de améndoas de castanha-do-Brasil sobre a perda de peso e regulagio metabolica
em mulheres adultas com excesso de peso e risco cardiometabolico. O motivo que nos leva a estudar
a castanha-do-Brasil é o grande valor nutricional desse alimento e seus provaveis beneficios para a
salde.

Esse estudo tera duragdo do 8 semanas e a coleta dos dados sera realizada ao inicio, durante e
ao final do estudo.Ao longo desse periodo a Sra. seguira uma dieta reduzida em calorias acompanhada
da ingestdo de castanha-do-Brasil, a qual sera fornecida quinzenalmente pelos pesquisadores. Além disso,
enquanto participar do estudo a Sra. deverd manter o nivel de atividade fisica habitual e evitar o
consumo de bebida alcodlica.

Ao iniciar e ao finalizar sua participagdo no estudo, a Sra. devera comparecer ao laboratério em
duas ocasides. Na primeira sera realizado o teste de permeabilidade intestinal e na segunda as demais
avaliagoes do estudo. Em ambos os dias sera necessario a realizagao de jejum noturno de 10-12 horas.
Nas noites anteriores a realizacao do jejum, a Sra. devera consumir um jantar padrao (sanduiche e suco),
fornecido pelos pesquisadores. No dia do teste de permeabilidade intestinal, a Sra. comparecera ao
laboratorio em jejum, onde fara a ingestio de uma bebida contendo aglcares. Em seguida, devera
permanecer no laboratério por um periodo de 4 horas, durante o qual serdo coletadas amostras de
urina em um frasco apropriado.Ao final do teste, sera fornecido um almogo e a Sra. sera liberada para
suas atividades habituais.

No segundo dia de testes, a Sra. também devera comparecer ao laboratério apés jejum (10-12
horas) e fara a ingestio de uma bebida contendo améndoa de castanha-do-Brasil. Em seguida,
permanecera no laboratério por cerca de 6 horas, e ap6s, também recebera um almogo fornecido pelos
pesquisadores. Nesse dia sera realizado a avaliagao do peso, altura, gordura corporal, gasto de energia
e coleta de amostras de urina durante o periodo de permanéncia no laboratério e de sangue (20 ml)
em jejum e |,2 e 4 horas ap6s o desjejum. Nessa ocasiao, como parte dos procedimentos da pesquisa,
a Sra. respondera a questionarios estruturados contendo perguntas sobre sua historia clinica e
socioecondmica, habitos alimentares, nivel de atividade fisica, comportamento frente ao alimento e
qualidade do sono, com tempo e aplicagao previsto em | hora. Ademais, as amostras de fezes deverao
ser entregues ao inicio e ao final do estudo, em um dia de sua escolha. A partir dos dados e amostras
coletadas durante o estudo, serdo realizadas analises sanguineas completas, avaliagago de micro-
organismos intestinais e atividade de genes relacionados com inflamagao, estresse oxidativo e

metabolismo.
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Todos procedimentos invasivos indispensaveis ao estudo serdo realizados por profissionais
treinadas, minimizando ao maximo eventuais riscos e desconfortos. A coleta de sangue sera realizada
por um técnico em enfermagem, utilizando apenas materiais descartaveis, sendo possivel uma sensagao
incomoda ou dolorida na hora de inserir a agulha e formagao de hematomas no local da entrada da
agulha algumas horas apos o teste. O técnico em enfermagem sera orientado a ser o mais preciso
possivel para evitar estes incomodos. No caso de eventuais complicagdes ho momento da pungio
venosa, serao prestados os primeiros socorros no local pelo técnico em enfermagem e, caso haja
necessidade, a Sra. sera encaminhada para a Divisdio de Salde para demais cuidados. O uso da
bioimpedéncia elétrica para avaliagdo da gordura corporal é desaconselhado a pessoas que possuam
marca-passo ou quaisquer aparelhos eletronicos semelhantes, pinos, placas metalicas e gestantes. Na
auséncia dessas restri¢des, a realizagio do exame de bioimpedancia elétrica nio esta associada a
prejuizos a saude. Durante a realizagao das sessGes de calorimetria indireta (Deltatrac) para avaliagao
do gasto de energia, a Sra. devera permanecer deitada em declbito dorsal (de costas) em uma maca,
por um periodo de 20 minutos/sessio, movendo-se o minimo possivel. Esse procedimento sera
realizado em uma sala fechada, com temperatura controlada, e sera permitido assistir televisao, caso a
Sra. deseje. Os alimentos fornecidos no estudo serao elaborados com matéria prima de boa
procedéncia e qualidade, os quais serdo bem acondicionados visando manutengao da qualidade
nutricional e microbioldgica.

Para evitar qualquer tipo de constrangimento no momento da aferigdo das medidas e preservar
a sua privacidade a avaliagao antropométrica sera realizada em uma sala fechada, silenciosa, por um
profissional treinado. Durante a aplicagao dos questionarios, a Sra. podera deixar de responder a uma
ou a um conjunto de perguntas caso sinta-se constrangida, sem que isso traga qualquer alteragao na
relagao de tratamento por parte dos pesquisadores. Da mesma forma, as amostras bioldgicas de fezes
e urina serao coletadas e entregues em frascos adequados, fornecidos pelos pesquisadores, e sem
identificagao nominal.

Quanto aos beneficios, a Sra. tera seu estado nutricional avaliado e recebera um plano alimentar
individualizado, visando a redugao de peso corporal. Além disso, tanto o consumo de castanhas quanto
a dieta restrita em calorias estido associados a beneficios a salide. Ainda, a Sra. terd acesso aos seus
dados de avaliagao antropométrica, composigao corporal e exames bioquimicos. Ao final do estudo, a
Sra. recebera um novo plano alimentar individualizado, visando a manutengao de habitos alimentares
saudaveis e a adequagao dos marcadores bioquimicos que se apresentarem fora dos niveis de
normalidade.

Para participar deste estudo a Sra. nao tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem

financeira. Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados, decorrentes da
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pesquisa, a Sra. tem assegurado o direito a indenizagdo.A Sra. tem garantida plena liberdade de recusar-
se a participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem necessidade de
comunicado prévio. A sua participagao € voluntaria e a recusa em participar nao acarretara qualquer
penalidade ou modificagdo na forma em que a Sra. é atendida pelos pesquisadores. Os resultados da
pesquisa estardo a sua disposi¢ao quando finalizada.A Sra. nao sera identificada em nenhuma publicagdo
que possa resultar. Seu nome ou o material que indique sua participagdo nido serio liberados sem a sua
permissao.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no “Laboratério de Metabolismo Energético e Composigao
Corporal (LAMECC - UFV)” e a outra sera fornecida a Sra.

Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de “cinco anos” ap6s o término da pesquisa. Depois desse tempo, os
mesmos serdo destruidos.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrées profissionais de sigilo e
confidencialidade, atendendo a legislagdo brasileira, em especial, a Resolugdo 466/2012 do Conselho

Nacional de Saude, e utilizarao as informagoes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, § contato

, fui informada dos objetivos da pesquisa “Efeito do consumo

diario de castanha-do-Brasil (BERTHOLETIA EXCELSA H.B.K) sobre reducio do peso e

composicao corporal, metabolismo energético, apetite, ingestdo alimentar, reguladores
metabélicos e marcadores genéticos” de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas ddvidas.
Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas informagdes e modificar minha decisao de
participar se assim o desejar. Declaro que concordo o em participar. Recebi uma via original deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer minhas
ddvidas.

Pesquisadores Responsaveis:

Dra. Josefina Bressan — (31) 36125220

Dra. Helen Hermana Miranda Hermsdorff — (31) 36125220
Alessandra Silva — (32) 984547578

Brenda Kelly Souza Silveira — (31) 36125220

Endereco: Av. PH. Rolfs s/n. Laboratério de Metabolismo Energético e Composicio Corporal
(LAMECC), Departamento de Nutrigao e Salde, Centro de Ciéncias Bioldgicas Il, sala 50, 6° andar.
Campus Universitario.Vigosa/MG.

Telefone: (31) 36125220

E-mail: castanhasbrasileiras@gmail.com
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Em caso de discordancia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, a Sra.
podera consultar:

CEP/UFV — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Universidade Federal deVigosa

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Av. PH Rolfs, s/n — Campus Universitario

Cep: 36570-900 Vigosa/MG

Telefone: (31) 3612-2316

E-mail: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vigosa, de de20 .

Assinatura do Participante Assinatura do Pesquisador




APENDICE 2 — QUESTIONARIO DE TRIAGEM PRESENCIAL
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QUESTIONARIO: TRIAGEM PRESENCIAL (Folha 1/3)

I. IDENTIFICACAO

Data de aplicagdo: /[ Pesquisador responsavel:

Nome: Data de nascimento: [ [
|dade: Se idade < 20 anos ou > 55 anos, exclusdo

E-mail: Enderego:

Complemento: CEP: Fone: ( ) ()

Il. ANTROPOMETRIA E COMPOSICAO CORPORAL

Peso usual (kg): Peso (kg): Ganho/perda 5% peso (3 m): () NAO( ) SIM - exclusio
Altura (m): IMC (kg/m2): 27 kg/m?I< IMC: ( ) NAO () SIM - exclusio

PC umbilical (cm): PQ (cm): PC<80cm:( )NAO ( ) SIM - exclusio

PPescogo (cm):

Gordura (%): Gordura (kg): GC<32%( )NAO ( )SIM - exclusio

TMB (Kcal/dia): MM (kg):

Agua (L): Agua (% peso):

1ll. PRESSAO ARTERIAL E EXAMES BIOQUIMICOS

PAS (mmHg): PAD (mmHg): >130 efou >85 mmHg ou medicagio:

Medicamento para HAS: ( ) NAO ( ) SIM ( )NAO ( ) SIM - tem fator de risco

Hipoglicemiante: () NAO () SIM
Glicemia (mg/dL): ___ >100 mg/dL ou hipoglicemiante ou DM2:

Insulina: () NAO () SIM - exclusdo )
( ) NAO ( ) SIM - tem fator de risco

DM: ( ) NAO ( ) SIM, tipol— exclusio ( ) SIM, tipo2

Medicamento (sinvastatina): () NAO 2150 mg/dL ou medicamento:

Triglicerideo (mg/dL): .
()siM ( )NAO ( ) SIM - tem fator de risco

Apresenta excesso de peso mais um fator de risco adicional?

( ) NAO - EXCLUIR ( ) CONFIRMAR, solicitar exames, e continuar triagem

IV. HISTORIA CLIiNICA

Vocé / a sra. fuma ou ja fumou!?

( ) Nao fumante

1. |Ex Fumante ha:

( )maisde lano ( )< lano - exclusio

( ) Fumante - exclusido

2. |Vocé é atleta, pratica crossfit ou faz atividade fisica intensa/vigorosa: ( ) NAO () SIM - exclusio

3. |Vocé é gestante ou estd amamentando ou estd na menopausa: ( ) NAO () SIM - exclusdo

4. |Vocé planeja engravidar num futuro préximo (nos préximos 3 meses): ( ) NAO () SIM - exclusio

5. |Vocé tem algum problema de denticio ou mastigagdo (proteses, aparelho): () NAO ( ) SIM - exclusio

Atualmente, vocé faz uso de algum medicamento (incluindo anticoncepcionais)? Qual (is)? Liste também os medicamen-

tos utilizados no Gltimo més.
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Atualmente, voceé faz uso de algum medicamento (incluindo anticoncepcionais)? Qual (is)?Liste também os medicamentos

utilizados no ultimo més.

Medicamentos Posologia Tempo de uso

D Frequéncia

Razdo para o uso

I5. |Vocé / a sra. ja apresentou ou tém alguma das seguintes doengas?

Doengas/Alteragdes NAO (exfllizio)

Alergia (ex. cutinea, respiratoria, alimentar, outras)

Anorexia/Bulimia

Bronquite/Asma

Ciéncer

Doenca cardiovascular (ex. ataque cardiaco, derrame, insuficiéncia coronariana, insuficiéncia

cardiaca congestiva, AVC, infarto agudo do miocardio, etc)

Doenga celiaca, doenga intestinal crénica, alteragdes no TGI (ex. retirada de vesicula)

Doenga renal

Doengas/ alterages neurologicas ou psiquiatricas (ex. esquizofrenia, transtorno de ansieda-

de, depressao)

Hipoglicemia

HIV/Aids

Tireoidopatias (ex. hipo ou hipertireoidismo)

Outras doencas crénicas (que afetem o estudo)

V. HISTORIA DIETETICA
16. Vocé apresenta alergia, intc_lerincia ou aversdo a alimentos como, castanhas, leite e derivados, como creme de leite,

macarrdo e outros: ( ) NAO () SIM - exclusdo
17. |Vocé pratica algum tipo de restrigdo alimentar de cunho religioso (promessa): ( ) NAO () SIM - exclusio
18. | Vocé consome castanhas: : ( ) NAO ( ) SIM, esporadicamente ( ) SIM, todos os dias (>30g) - exclusio
19. | Vocé esta seguindo alguma dieta, restrigio ou faz acompanhamento nutricional: () NAO () SIM - exclusido
20. |Vocé faz uso de suplemento (vitaminas, minerais, dmega 3, proteina ou outros?): ( ) NAO ( ) SIM - exclusdo
21. | Qual quantidade e frequéncia do consumo de bebidas alcéolicas?

Bebida Unidade (s) Frequéncia |§ alcool

Cerveja

Cachaga/Caipirinha

Vinho

\Whisky

Vodka

Outro? Qual?

() Consumo de alcool < 23g/dia ( ) Consumo de dlcool >= 23g/dia - exclusdo
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22. | Indique as horas do dia em que vocé consome refei¢des e lanches. Coloque a letra R para refei¢des e L

AM (manhi e inicio da tarde)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM (dia e noite)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1. DADOS SOCIOECONOMICOS E DEMOGRAFICOS

3. Escolaridade:

() Analfabeto - exclusio

() Fundamental Incompleto

() Sabe ler e escrever

() Fundamental Completo

() Médio Incompleto () Médio Completo () Técnico
() Superior Incompleto () Superior Completo

() Pés-graduagio Incompleto () Pos-graduagio Completo

() Profissao:

| Raca

( )Branca ( ) Preta ( ) Parda () Amarela () Indigena ( ) Outro

2. Estado civil:

() Solteira () Casada ou unido estavel

() Divorciada () Vidva

4. Renda Familiar

() Até RS 937,00 ( 1 salario)
( ) R$937,01-1.874,00 (1 a 2 saldrios)
( )RS$1.874,01-2.811 (2 a 3 saldrios)

Quantas pessoas vivem na sua casa (incluindo o voluntério)?

( ) R$2.811,01-4.685,00 (3 a 5 saldrios)

( ) R$4.685,01—9.370,00 (5 a 10 saldrios)
() R$9.370,01 —18.740,00 (10 a 20 salarios)
() R$ 18.740,01 ou mais (> 20 salarios)
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PLANO ALIMENTAR
Cardapio 01
Valor calérico total: 1800 Kcal
Nome:
REFEICAO ALIMENTOS MEDIDA CASEIRA QUANTIDADE
logurte desnatado | pote 0g
Café da manha | Granola | colher de sopa rasas 10g
Mamao | fatias P 100 g
Torrada 2 unid 12¢g
Mix de castanhas:
Calacia Castanha-do-brasil | pacote I5¢
Castanha de caju 30g
Arroz branco cozido 3 colheres de sopa Ch 75¢g
Feijao carioca cozido | concha M rasa 80¢g
Carne bovina magra, grelhada | bife M 100 g
Py— Abdbora cabotina cozida 3 colheres de sopa Ch 108 g
Alface lisa crua 3 folhas M 30g
Beterraba cozida 3 fatias P 18¢g
Tomate 2 fatias P 20¢g
Melancia | fatia P 100 g
Café ou cha adogado com adogante | xicara de café 60 mL
Lanche da tarde | P20 de forma 2 fatias 50g
Requeijdo light | colher de sopa Ch 30g
Maca 1/2 unid P 45¢g
Sanduiche de frango:
Pao de forma integral 2 fatias 50¢g
Peito de frango | file M 100 g
Oleo (preparo do frango) | colher de sopa rasa 5¢g
Jantar Requeijao light I 172 colheres de sopa Ch 45¢
Cenoura crua ralada 3 colheres de sopa Ch ralada 36g
Tomate 2 fatias P 20¢g
Alface 4 folhas M 40g
Suco de fruta, sem aguicar | de copo P 150 mL
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PLANO ALIMENTAR
Cardapio 02
Valor calérico total: 1800 Kcal
Nome:
REFEICAO ALIMENTOS MEDIDA CASEIRA QUANTIDADE
Bolo de trigo simples | fatia M 50g
Café da manha )
Suco de laranja natural | copo americano Ch 165 mL
Queijo ricota | fatia P 20g¢g
Mix de castanhas:
Colagido
Castanha-do-brasil I5¢
| pacote
Castanha de caju 30g
Arroz branco cozido 3 colheres de sopa Ch
100 g
Feijao carioca cozido | concha M rasa
80¢g
Porco, lombo, assado | bife M
100 g
Almoco Couve manteiga refogado 2 colheres de sopa Ch
40g
Alface americana crua 2 folhas M
20g
Tomate cru 3 fatias M
45g
Beterraba crua ralada 2 colheres de sopa Ch
32¢g
Maca | unid. P
Café ou cha adogado com adogante | xicara de cha 200 mL
Lanche da tarde |Requeijio light | colher de sopa rasa I5¢
Biscoito cream-cracker 5 unidades 372g
Melao | fatia G I'15g
Pao de forma integral 3 fatias 75¢g
Atum conserva em 6leo 5 colheres de sopa Ch 80¢g
Requeijao light | colher de sopa Ch 30¢g
Jantar Cenoura crua ralada 4 colheres de sopa Ch 48 g
Tomate 4 fatias M 60g
Alface 2 folhas M 20¢g
Goiaba vermelha | unidade M 170 g
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APENDICE 4 — CALCULO AMOSTRAL

Calculo amostral do estudo 1: O tamanho amostral foi calculado conforme proposto por
Mera; Thompson; Prasad (1998), adotando-se um poder estatistico de 80% (a < 0,05). Foram
selecionadas as duas medidas mais utilizadas em estudos de intervenc¢ao que avaliam a perda
de peso em populagdes com risco cardiovascular: IMC e o perimetro da cintura (PC). Nesse
sentido, considerou-se uma diferenca esperada de 4% no IMC e 2% no PC. Foram utilizados
como referéncia os valores de baseline do estudo “Effects of Daily Consumption of Cashews
on Oxidative Stress and Atherogenic Indices in Patients with Type 2 Diabetes: A
Randomized, Controlled-Feeding Trial” (DARVISH DAMAVANDI et al., 2019), conforme

apresentado a seguir:

Férmula proposta por Mera; Thompson; Prasad (1998):
N =2x (to/2 x DP)?
E2

to/2 = Valor da tabela de distribuigdo t (two-tailed), segundo o grau de liberdade
DP = desvio padrao

E = diferenca que se deseja detectar no estudo

Estimativa do n amostral:

GL=n-1 > GL=43-1 > GL=42

ta/2 considerando um poder estatistico de 80% (nivel a < 0,05) e 21 GL= 1,323
DP =3,1

Considerando uma diferenca de 4% no IMC: 39 x 0,04 = 1,56

n=2x(1,323x3,1)> - n=2x(16,81) — n=13,8 ~ 14 voluntérios por grupo
(1,56)° 2,43

Aplicando-se 30% de perdas no seguimento = minimo 18 voluntarios por grupo

O mesmo célculo foi efetuado para o perimetro da cintura (PC), considerando-se uma
diferenca esperada de 2% e DP = 3,7. Desse modo:
n=2x(1323x37)? - n=2x(23.96) — n=11,9 ~ 12 voluntérios por grupo

(2,00 4,0

Aplicando-se 30% de perdas no seguimento = minimo 16 voluntarios por grupo
Portanto, considerou-se o maior valor necessdrio pra que se observe mudangas nos

desfechos selecionados, o que significa a inclus@o de pelo menos 18 participantes por grupo.



Calculo amostral do estudo 2: De acordo com o cdlculo amostral, cada grupo devia
conter, no minimo, 30 participantes. Esse valor foi definido com base no célculo amostral,
utilizando o software GPower v. 3.1.9.7, e adotando-se um poder estatistico de 80% (o < 0,05), a
fim de identificar diferenca na média entre dois grupos independentes. Consideramos a perda de
peso como desfecho primério e utilizamos como referéncia as diferencas na perda de peso
encontradas no estudo “The effect of almonds on anthropometric measurements and lipid profile

in overweight and obese females in a weight reduction program: A randomized controlled

clinical trial” (ABAZARFARD; SALEHI; KESHAVARZI; 2014)

Perda de peso controle =-1,27 (SD 3,62) kg, n do grupo = 50

Perda de peso grupo intervencgao = -3,68 (SD 2,82), n do grupo = 50

Desse modo, seriam necessdrias 30 participantes por grupo.

[ G*Power3.1.9.7 *
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11. ARTIGOS CIENTIFICOS E PUBLICACOES RELACIONADAS AO TEMA DA

TESE

1. Artigo de Revisdo 1 (Qualis A1, fator de impacto 3,549)

CRITICAL REVIEWS IN FOOD SCIENCE AND NUTRITION
https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1828262

Taylor & Francis
Taylor & Francis Group

REVIEW

M) Check for updates

Effect of chronic consumption of nuts on oxidative stress: a systematic

review of clinical trials

Brenda Kelly Souza Silveira (&, Alessandra da Silva ), Helen Hermana Miranda Hermsdorff (%, and Josefina

Bressan (&

Department of Nutrition and Health, Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Brazil

ABSTRACT

KEYWORDS

Nuts consumption has been associated with a protective effect against cardiovascular diseases
and oxidative stress-related disorders. We aimed to perform a systematic review with clinical trials
to assess the impact of chronic nuts consumption on oxidative stress and the possible mecha-
nisms involved. Studies were identified by searching in three electronic databases: PubMed/
MEDLINE, Scopus, and LILACS, and selected following PRISMA guidelines. Two authors perform
searching and data extraction. A total of 16 articles were included (12 randomized clinical trials
and 4 one or two-arm clinical trials). Nut doses were generally high (> 30g/d), except for Brazil
nuts (5-13 g/d). The follow-up time ranges between four weeks and six months, and the oxidized
low-density lipoprotein (ox-LDL) was the most assessed biomarker. Eight articles reported improve-
ment in oxidative stress biomarkers after nuts supplementation. Pathways regulated by selenium
(e.g. glutathione peroxidase activity and nuclear factor-E2-related factor 2 (Nrf2) regulation), mono-
unsaturated fatty acids (e.g. reduction of LDL oxidation), and bioactive compounds (e.g. antioxi-
dant activity) were described as mechanisms involved in these beneficial effects. No studies
reported harmful effects of nut consumption, even in high doses. The chronic consumption of
nuts seemed to be effective to change some oxidative stress biomarkers, however, this topic
remains controversial because the benefits depends on nut type, nut dose, and population

Health; humans;
antioxidants; oxidized LDL;
selenium; functional foods

characteristics.

Introduction

Oxidative stress is involved in genesis and progression of
chronic diseases, such as obesity, diabetes, and cardiovascu-
lar diseases (WHO 2018). The oxidative status is character-
ized by excessive reactive oxygen species (ROS) with an
imbalance between oxidants and antioxidants compounds
(Farzaei et al. 2018). Excessive ROS production starts harm-
ful effects in cellular membranes, signaling proteins, and
even DNA. A defense system of antioxidant enzymes such
as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and gluta-
thione peroxidase (GPx), protect human cells from ROS-
induced damage (Pizzino et al. 2017).

The redox balance is controlled by several defense sys-
tems. For this reason, a lot of biomarkers are used to inves-
tigate oxidative stress outcomes (Frijhoff et al. 2015;
Marrocco et al. 2017). In this regard, there is no better bio-
marker, because each one represents a different system,
which may difficult to infer about oxidative stress extent
(Frijhoff et al. 2015). For example, GPx, CAT and SOD are
antioxidant enzymes. The ox-LDL is produced by reaction
with free radicals and plays a role in atherosclerosis trigger-
ing (Kattoor, Kanuri, and Mehta 2019). The deoxyguanosine

(8-OHdG) is a biomarker of DNA damage (Stockler-Pinto
et al. 2014). In summary, multiple biomarkers should be
assessed to better understanding of redox balance.

In turn, foods rich in nutrients and bioactive compounds
with antioxidant properties can improve defenses against
oxidative stress and reduce the incidence of related diseases.
Nuts, for example, are a good source of monounsaturated
fatty acids (MUFA), tocopherol, minerals, polyphenols, phy-
tosterols, and many phytochemicals that may synergically
prevent an oxidative state (Lopez-Uriarte et al. 2010). Nuts
in a Mediterranean diet context are associated with a pro-
tective effect against cardiovascular diseases and oxidative
stress disorders (Bullo, Lamuela-Raventos, and Salas-Salvado
2011; Sureda et al. 2016), and their consumption is recom-
mended in dietary guidelines worldwide (Lopez-Uriarte
et al. 2010).

However, the effect of nuts intake on oxidative stress in
humans is not well established, and no study has systematic-
ally reviewed this theme. Besides, the mechanisms by which
nuts, and nutrients can act against oxidative stress are
poorly studied. Therefore, we aimed to perform a systematic
review of clinical trials to assess the effect of chronic nuts
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keyword: Se is an essential element in mammals. We review how its bioavailability in soil and the ability of plants to accu-
Brazil nuts mulnte Sein foods depends on the soll Se profile (including levels and formats), besides to describe how the vari-
Extraction methods ous have i hemical funcnons in the body and directly i lmpact human health. Owing

Liquid chromatography
Se deficiency
Selenomethionine
Selenoproteins

to its favorable characteristics, the scientific yhas i d sel thionine in most nut matrices.

Among nuts, Brazil nuts have been highlighted as one of the richest sources of bioavailable Se. We summarize the
most commonly used analytical methods for Se species and total Se determination in nuts. We also discuss the
h 1 forms of Se bolized by ls, human biochemistry and health outcomes from daily dietary in-

Abbreviations: 8-epi-PGF2a, 8-epi-prostaglandin F2«; 8-OH-dG, 8-hydroxy-2-deoxyguanosine; AAS, atomic absorption spectroscopy; AFS, atomic fluorescence
spectrometry; ALT, alanine aminotransferase; AOP, antioxidant potential; APDC, ammonium pyrrolidine dithiocarbamate; AST, aspartate aminotransferase; BMI,
body mass index; CRP, C-reactive protein; DLLME, dispersive liquid-liquid microextraction; DNA, deoxyribonucleic acid; DTT, dithiothreitol; PMSF,
phenylmethylsulfonyl fluoride; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; FPG, fasting plasma gl FT3, triiodott ine; GPX, glutathione peroxidase; GSH-PX,
reduced glutathione peroxidase; HDL, high-density lipoproteins; HMG-CoA, 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase; HPLC-ICP-MS, high-performance
liquid chromatography coupled to inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-AES, inductively coupled plasma atomic emission spectrometry; ICP-MS,
inductively coupled plasma mass spectrometry; ICP-OES, inductively coupled plasma optical emission spectroscopy; IL, interleukin; LCAT, lecithin-cholesterol
acyltransferase; LC-MS/MS, liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry; LDL, low-density lipoprotein; LOD, limit of d ion; M, men; MCI, mild
cognitive impairment; MDA, malondialdehyde; MSA, h Ifonic acid; Nfr2, nuclear factor erythroid 2-related factor 2; NF-kB, nuclear factor kappa B; NQO1,
NAD(P) H:quinone oxidoreductase 1; ORAC, oxygen radical absorbance capacity; ox-LDL, oxidized LDL; PGE2, prostaglandin E,; PON 1, paraoxonase 1; PVP,
polyvinylpyrrolidone; RBCV, red blood cell velocity; Se, selenium; SeCys, selenocysteine; SelP, selenoprotein P; SeMet, selenomethionine; SOD, superoxide
dismutase; SPE, solid-phase extraction; TAC, total antioxidant capacity; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; TLR, toll-like receptors; TNF, tumor necrosis factor
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Abstract: The Brazil nut (BN) is a promising food due to its numerous health benefits, but it is still
necessary to systematically review the scientific evidence on these benefits. Thus, we examined
the effects of regular BN consumption on health markers in humans according to the health state
(with specific diseases or not) of the subjects. PubMed, Embase®, and Scielo databases were used
to search for clinical trials. The PRISMA guideline was used to report the review, and the risk of
bias for all studies was assessed. Twenty-four studies were included in the present review, of which
fifteen were non-randomized. BNs were consumed in the context of a habitual free-living diet in all
studies. Improvement in antioxidant status through increased levels of selenium and/or glutathione
peroxidase activity in plasma, serum, whole blood, and /or erythrocytes was observed in all studies
that evaluated antioxidant status, regardless of the health state of the sample. In addition, healthy
subjects improved lipid markers and fasting glucose. Subjects with obesity had improvement in
markers of lipid metabolism. Subjects with type 2 diabetes mellitus or dyslipidemia improved
oxidative stress or DNA damage. Subjects undergoing hemodialysis benefited greatly from BN
consumption, as they improved lipid profile markers, oxidative stress, inflammation, and thyroid
function. Older adults with mild cognitive impairment improved verbal fluency and constructional
praxis, and controversial results regarding the change in a marker of lipid peroxidation were observed
in subjects with coronary artery disease. In conclusion, the benefits of BN consumption were found
in different pathways of action and study populations.

Keywords: functional foods; metabolic risk factors; nuts; nutrition; oilseeds; selenium

1. Introduction

The Brazil nut (BN) (Bertholletia excelsa H.B.K.) is an edible seed of the Brazil nut tree
native to the Amazonia biome. According to data provided by International Nut & Dried
Fruit (INC), Bolivia is the main producer of BNs, followed by Peru and Brazil. The world
consumption of BNs, considering a total supply of BNs minus ending stock, was 26,250 tons
in 2020/2021 [1]. Like other nuts such as walnuts, hazelnuts, macadamia, pistachios,
and almonds, several bioactive compounds are also present in BNs [2]. Unsaturated fats,
minerals, vitamins, fibers, and phytochemicals give nuts potential and recognized beneficial
health effects [3]. The BN contains smaller amounts of protein compared to plant-based
protein sources such as tropical vegetables; however, in 100 g of BNs, 14.3 g is from protein.
Although small doses of BNs are recommended daily due to the selenium (Se) content
(depending on the growing area, one unit is sufficient to reach the recommended daily
intake of Se), BNs can be a potential alternative source of protein in diets [4]. However,
unlike other nuts, the BN is the richest source of selenium (Se), a key element in forming
antioxidant defense systems, modulation of the immune system, and helping to prevent
ageing-related diseases [5].
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APLICADA A
-

Efeito do Consumo de Oleaginosas
e Sementes no Sistema Imune

INTRODUCAO

As cleaginasas, em geral, sa destacem pelo seu
alio conteido de avides g (RG], tis come o
moraginsaturades (AGMI, sspecialmante o scids
olaicn; e acados grewos pofi-insaturades (BGPT,
com efeitas sobra a sads humana. Alem disso,
sho fontes de witsmings, minerals & compostos
bigathves com capecldade antloxidante & impes-
tantes para adequada fungia Imune, b come
tocaferol, selénio, mnce, polfendis ste.l Algy-
mas améndoas olesginosas ou Sementes se des-
tacam por um nutients especifico. Parexemplo,
# cestanha-do-brasil & a principal fonte da salé-
nio, Bngquants as No2as pRSsUam O mas con-
teugo de AGPI23

Da mode geral, os nutrisntes e comprstas
binativos das olaaginosas & semenies podem
modular o sistema imune por dferentes mecs-
nilsmees, & saber 1) por mecenismos Inates (atl-
videde e polarizagdo de mecréfagas em M1 ou
M2, neutrifilos, célules netumal kilier (NK), eo-
sinofilea ete ) 2) por mecanismos sdaptativos
[hurgée dos linfbcites T e B, células apresenta-
dores de antigenas e produgie de anticorpes))
3) peln manutengio de barrsires fisicas {perme-
abifidade intestinal, pale, mucosas et ); 41 pela
madulageo da micrabiots intestinal; = 5 pele
controia da inflamagia @ do estressa cxidetive.

Messe contexto, tem-se seoomendado o con-
S de lesgineaes & sementes para melhodar
qualidade da dieta e ofertar nidrientes imporian-
tes para & fungds imune.? Afuslmente. os estudos
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Alessandra da Siva

Helen Hermana Miranda Hermsdorft
Josefina Bressan

realizades com castanhas & sementes, em sua
raiorie, frvestigar seus efeltos na parfil ligidi-
co, modulagde da microbots, estresse mddativo
& imflamegio, com fooo ne nferagda munomme-
tabdlics que parmes &8 doenpcas crfnicas ndo
tranamizsivais IDCNT), portanto, esses aspecins
serdo mals abordades neste capitse. Poueos en-
a5 olinlcos investigaram o efeite das castanhas
&sementes na defess contra infecghes, antretan-
to, podernas infents que o efeilo positivg aobire o
perfil metabdlico e g3 defesas entjoddantas con-
tribul pare melhor desernpenne dessa fungda.

Besirn, este capdiuls apresentard Dievernents &
relagde entre sistema imure e doengas crénlcas,
bern como tratand gas carectenistices @ propreda-
dea das aleaginosas, que a5 fazem alimentios ca-
pazes de modular & respasta avune, desde wina
respoate aguds desencadeada por patdgenns até
o estade inflamatdrio crinies subelinicn, ela-
ciafiado &2 rleco cardiometabdlicn.

SISTEMA IMUNE E DOENCAS
CROMICAS

Al de atuar ra defesa contra micrarganismos
£ BEIEESOEs Extarnas, O SIstema (mune tambdm
Influencia a saide metabdlica. A dists, as ca-
recteristicas pandticas & & salde intestinal sdo
conslderadas reguadaras dessa interagdo limuns-
metabdlica ® Essas selaches sio bem obeervedas
em pessoas abesas. pols o sclrmule esessive de
gordee corporal scompanta o sumenta na se-
cregio de adipocines e otocines inflamatdrias,
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