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RESUMO

ROCHA, Daniela Mayumi Usuda Prado, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2021. Influéncia do consumo de castanhas brasileiras sobre o peso
corporal, apetite, resposta glicémica e marcadores inflamatérios em mulheres
com excesso de peso. Orientadora: Helen Hermana Miranda Hermsdorff.
Coorientadores: Josefina Bressan e Leandro Licursi de Oliveira.

O consumo de castanhas tem efeitos benéficos a saude, quando incorporadas em
uma alimentacao saudavel e balanceada. Contudo, o papel das castanhas no controle
do peso, a saciedade, homeostase glicémica e inflamagao, especialmente das
castanhas brasileiras (CB: Anacardium accidentale e Bertholetia excelsa) néo esta
ainda estabelecido. Assim, o presente estudo avaliou os efeitos do consumo de 45 g
de CB (15g de castanha-do-brasil + 30g de castanha de caju) sobre a perda de peso,
apetite, resposta glicémica e inflamagao, em mulheres adultas com excesso de peso
em risco cardiometabdlico. Vinte e nove mulheres participaram de um ensaio clinico
randomizado controlado aberto de oito semanas, para receber uma dieta com
restricdo caldrica (-500 kcal/d) contendo CB ou uma dieta isenta de castanhas com
mesma restricao (grupo controle). No inicio e no final do estudo, as participantes
compareceram ao Laboratério de Metabolismo Energético e Composi¢céo Corporal da
Universidade Federal de Vigosa (LAMECC/ UFV) pela manha apds jejum noturno (10-
12h) para avaliagao do peso corporal e da composi¢cao corporal. Nesse momento,
também foram avaliados os escores subjetivos de apetite pds-prandial pela escala
visual analégica (EVA) antes e ap6s o consumo (0, 10, 60, 120, 180 e 240 min.) de
uma bebida contendo castanhas (grupo CB) ou isenta de castanhas (controle).
Também foram avaliados o consumo de almogo ad libitum, EVA aos 280 min e registro
alimentar nas 24 h subsequentes em ambiente livre. As concentracdes plasmaticas
de glicemia, insulina, grelina, GIP, GLP-1 e leptina foram dosadas em jejum e 60, 120
e 240 minutos apods bebida teste. Os marcadores inflamatérios adiponectina, resistina,
PAI-1, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A e TNF foram determinados em jejum e 240 min
poés-prandial. Os valores de HOMA-IR, do indice de ftriglicerideo-glicose (TyG), do
cortisol, e da PCR em jejum também foram avaliados. Apds oitos semanas de

intervengao nutricional, as mulheres no grupo CB tiveram perda significante de peso,



mas similar aquela do grupo controle. Contudo, nas participantes aderentes ao
protocolo de restricdo caldrica (82%), foi observada uma maior perda de peso e de
gordura corporal, em comparagao ao grupo controle. Além disso, a grelina (AAUC)
diminuiu no grupo CB em comparagéo ao grupo controle, apos 8 semanas. Em relagéo
a resposta inflamatéria, o grupo controle apresentou aumento pés-prandial da citocina
pré-inflamatéria IL-6 e, possivelmente, como mecanismo de compensacgao, estimulou
o0 aumento do horménio anti-inflamatorio cortisol. O consumo de CB, por sua vez,
evitou o aumento pés-prandial da IL-6, sem alterar outros marcadores inflamatorios
avaliados. Ainda, o consumo de CB nao alterou as respostas de jejum ou pés-prandial
relacionadas ao controle glicémico. Como conclusdo, o consumo de 45 g das CB
(Anacardium accidentale e Bertholetia excelsa), associado a uma dieta com restricdo
caldrica, apresentou efeitos benéficos no peso e na perda de gordura corporal, além
de potencial para aumentar a saciedade e um efeito modesto sobre a inflamacao.
Ainda, o consumo agudo e crénico das castanhas brasileiras nao foi capaz de alterar
as respostas pos-prandiais glicémicas e insulinémicas, em mulheres com excesso de

peso normoglicémicas, em risco cardiometabdlico.

Palavras-chave: Apetite. Castanhas. Glicemia. Inflamac¢ao. Mulheres. Nutrigao.



ABSTRACT

ROCHA, Daniela Mayumi Usuda Prado, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August, 2021. Influence of Brazilian nuts consumption on body weight, appetite,
glycemic response and inflammatory markers in overweight women. Adviser:
Helen Hermana Miranda Hermsdorff. Co-advisers: Josefina Bressan and Leandro
Licursi de Oliveira.

The consumption of nuts has beneficial effects on health, when incorporated into a
healthy and balanced diet. However, the role of nuts in weight control, satiety, glycemic
homeostasis and inflammation, especially of Brazilian nuts (BN: Anacardium
accidentale and Bertholetia excelsa), is not well established. Thus, the present study
evaluated the effects of 45 g of BN (15g of Brazil nuts + 30g of cashew nuts) on weight
loss, appetite, glycemic response, and inflammation in overweight adult women at
cardiometabolic risk. Twenty-nine women participated in an 8-week open-label
randomized controlled trial to receive an energy-restricted diet (-500 kcal/d) containing
BN or a nut-free diet with the same energy restriction (control group). At the beginning
and at the end of the study, the participants attended the Laboratério de Metabolismo
Energético e Composicdo Corporal of Universidade Federal de Vigosa
(LAMECC/UFV) in the morning after an overnight fast (10-12h) to assess body weight
and body composition. At that time, subjective scores of postprandial appetite were
evaluated by visual analogue scale (VAS) before and after consumption (0, 10, 60,
120, 180, and 240 min.) of a drink containing nuts (group BN) or free of nuts (control).
Ad libitum lunch consumption, VAS at 280 min and food record in the subsequent 24
h in an open environment were also evaluated. Plasma concentrations of blood
glucose, insulin, ghrelin, GIP, GLP-1 and leptin were measured in fasting and 60, 120
and 240 minutes after the test drink. Inflammatory markers, adiponectin, resistin, PAI-
1, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL -17A, and TNF were determined at fasting and 240 min
postprandial. HOMA-IR, triglyceride-glucose index (TyG), cortisol, and fasting CRP
concentrations were also evaluated. After eight weeks of nutritional intervention,
women in the BN group had significant weight loss, but similar to that of the control
group. However, in those energy-restriction protocol compliance participants (82%), a

greater loss of weight and body fat was observed, compared to the control group.



Furthermore, ghrelin (AAUC) decreased in the BN group compared to the control group
after 8 weeks. Regarding the inflammatory response, the control group showed a
postprandial increase in the proinflammatory cytokine IL-6 and, possibly, as a
compensation mechanism, it stimulated the increase in the anti-inflammatory hormone
cortisol. The consumption of BN, in turn, prevented the postprandial increase in IL-6,
without altering the other inflammatory markers evaluated. Furthermore, BN
consumption did not change fasting or postprandial responses related to glycemic
control. In conclusion, the consumption of 45 g of BN (Anacardium accidentale and
Bertholetia excelsa), combined with a calorie-restricted diet, had beneficial effects on
weight and body fat loss, as well as a potential to increase satiety and a modest effect
on inflammation. Furthermore, the acute and chronic consumption of Brazilian nuts
was not able to alter postprandial glycemic and insulinemic responses in

normoglycemic overweight women at cardiometabolic risk.

Keywords: Appetite. Blood glucose. Inflammation. Nuts. Nutrition. Women.
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1. INTRODUGCAO

O sobrepeso e a obesidade sdo definidos como o0 acumulo anormal ou excessivo de
gordura que apresenta prejuizos a saude. Trata-se de um problema de saude de
propor¢des pandémicas, no qual cerca de 39% dos adultos apresentam sobrepeso e
13% tém obesidade no mundo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011, 2020)-. A
obesidade esta associada a um risco aumentado de desenvolver varias doencgas e
condigbes crbnicas, incluindo diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencgas
cardiovasculares (DCV), alguns tipos de cancer e outros (ARNOLD et al., 2015;
BHUPATHIRAJU; HU, 2016; ISLAMI et al., 2019; KHAN et al., 2018; KIM; LEE; LIM,
2017).Globalmente, o sobrepeso e a obesidade estdo associados a 62 maior causa de
morte, com mais de 5 milhdes de mortes, em decorréncia de estar com sobrepeso ou
obesidade em 2019 (GBD 2019 DISEASES AND INJURIES COLLABORATORS*,
2020; GBD 2019 RISK FACTORS COLLABORATORS, 2020).

De fato, o excesso de adiposidade tem sido associado a uma inflamacgao crénica,
estéril, de baixa intensidade (subclinica) ou metainflamagao (inflamagao nos tecidos
metabdlicos), caracterizada pelo aumento modesto dos marcadores pro-inflamatérios
circulantes e auséncia dos sinais clinicos da inflamacao (MRAZ; HALUZIK, 2014).
Essa inflamacao subclinica na obesidade tem sido associada com disturbios
metabdlicos, incluindo a resisténcia a insulina, lipotoxicidade, e efeitos nocivos a

outros 6rgdos metabdlicos, como o figado, musculo e pancreas (CHOE et al., 2016).

Além dos perigos para a saude, a obesidade tem impacto econémico global estimado
em 2 trilhdes de dolares ou de 2,8% do produto interno bruto (PIB) global (TREMMEL
et al., 2017). Mais recentemente, a pandemia de doenca coronavirus 2019 (COVID-
19) apresenta uma crise de saude publica sem precedentes e, neste contexto, a
obesidade emergiu como um fator de risco independente para doenga COVID-19 na
sua forma mais grave e também para mortalidade (DU et al., 2021; STEFAN;
BIRKENFELD; SCHULZE, 2021).

A obesidade é uma doenga multifatorial, mas cujo desbalango energético, ou balango
energético positivo tem papel importante na sua fisiopatologia, e esta intimamente

ligada ao sistema nervoso central (SNC) que atua como regulador metabdlico chave
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que integra sinais periféricos, modula o fluxo autonémico e regula o consumo
alimentar (HILLEBRAND; DE WIED; ADAN, 2002; LEE; MATTSON, 2014). Nesse
sentido, as abordagens terapéuticas dietéticas e nutricionais no controle da obesidade
que tem como alvo a redugao calérica moderada (500 a 1.000 kcal/dia) (ABESO, 2016;
RAYNOR; CHAMPAGNE, 2016) para uma perda de peso aproximada de 0,5 a 1,0 kg
por semana (WISHNOFSKY, 1958). Contudo, tratamentos bem-sucedidos ainda
representam um desafio na maioria das praticas clinicas (PLOURDE; PRUD’HOMME,
2012).

Nesse contexto, o consumo de castanhas' se destaca pelo seu potencial benéfico no
manejo da obesidade, na resisténcia a insulina e controle glicémico, e também na
inflamagao (AKHLAGHI et al., 2020; CASAS et al., 2016; SALAS-SALVADO et al.,
2014). As castanhas s&o alimentos altamente calodricos, boas fontes de acidos graxos
(principalmente insaturados), fibras, proteinas vegetais e minerais e contém
compostos bioativos, como polifendis, tocoferdis, fitoesterdis e fendlicos (ROS, 2010),
e 0 seu consumo tem sido associado a efeitos positivos principalmente nos desfechos
cardiovasculares, hipertensdo e menor risco de mortalidade (BECERRA-TOMAS et
al.,, 2019; DE SOUZA et al., 2020; SCHWINGSHACKL et al., 2017). Apesar do alto
teor de gordura, as evidéncias existentes sugerem que o consumo de castanhas
incorporado como parte de um padrao alimentar saudavel pode ser uma estratégia
eficaz para fazer modificacbes dietéticas viaveis para a prevengao primaria da
obesidade e ajudar na perda de peso (ESLAMI; SHIDFAR; DEHNAD, 2019; LI et al.,
2018; LIU et al., 2019). Ainda, o consumo de castanhas parece modular o apetite pds-
prandial, por suprimir a sensag¢ao de fome e o desenho de comer, além de aumentar
a sensacao de plenitude, apresentando potencial benéfico sobre o controle do
consumo alimentar (TAN; DHILLON; MATTES, 2014a). Em relacdo ao efeito do
consumo de castanhas sobre a inflamagéo, estudos do PREDIMED (PREvencion com
Dleta MEDiterranea) tem investigado e apontado beneficios, em contexto da Dieta
Mediterranea (CASAS et al., 2016).

' Castanha sera a terminologia usada para descrever a améndoa, que botanicamente é a parte
comestivel de frutos secos e sementes sem casca, de alimentos tais como améndoas, avela, castanha
de caju, castanha do Brasil, pistache, macadamia, nozes.



19

Contudo, devido a limitagdo dos estudos que investigam esta questdo, ainda sao
necessarias outras evidéncias para determinar os beneficios para a saude,
especialmente das castanhas brasileiras, como a castanha de caju e castanha-do-

brasil, que fazem parte do grupo das castanhas menos estudadas.
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2. HIPOTESE

A hipotese do presente trabalho € que o consumo de castanhas brasileiras
(Anacardium accidentale e Bertholetia excelsa) esta associado a maior perda de peso,
devido a promogao de resposta prolongada de saciedade e, consequentemente, a
redugcdo da ingestdo caldrica, em comparagao ao grupo controle. Além disso,
acreditamos que o consumo dessas castanhas possa melhorar a resposta glicémica

e a inflamacao, em relacédo ao controle.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo de castanhas brasileiras (Anacardium accidentale e
Bertholetia excelsa) associado a uma restricdo caldrica na perda de peso e
composi¢cao corporal, e seus efeitos sobre a saciedade, resposta glicémica e

inflamagao em mulheres com risco cardiometabdlico.
3.2 Objetivos especificos

» Caracterizar as  participantes do estudo segundo  caracteristicas
sociodemograficas, clinicas, antropométricas e de composicdo corporal,

comportamento alimentar, e de estilo de vida;

» Avaliar a mudanga de medidas antropométricas e de composi¢cédo corporal, apos
oito semanas de consumo diario de castanhas brasileiras associada a uma

restricao caldrica;

= Avaliar o efeito do consumo de castanhas brasileiras associada a uma dieta com

restricdo caldrica, no inicio e ao final da intervengao, sobre:

— Os escores subjetivos do apetite, consumo alimentar ad libitum e consumo em

vida livre, e concentragao de hormdnios reguladores do apetite;

— A resposta glicémica poés-prandial, bem como sua palatabilidade e

aceitabilidade;

— As concentragdes de marcadores inflamatérios, nos estados de jejum e poés-

prandial.
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1 Obesidade: problema de saude publica

A obesidade é definida como um acumulo excessivo de gordura corporal, sendo
comumente classificada mediante um indice de massa corporal (IMC) = 30 kg/m?
(WHO, 2019). Trata-se de uma condi¢ao reconhecida como doenga desde 1985 pelo
Consensus Development Conference on Obesity (National Institute of Health)
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011), a qual é caracterizada pelo acumulo anormal ou
excessivo de lipidios, com prejuizos a saude, e cuja expressao fenotipica resulta da
interacdo entre fatores genéticos e ambientais (BRESSAN; HERMSDORFF, 2008;
WHO, 2019).

Frequentemente descrita como uma pandemia mundial, a obesidade € uma doenca
multifatorial que esta associada ao desenvolvimento de fatores de risco
cardiometabdlico, como hipertensédo arterial sistémica, dislipidemia, resisténcia a
insulina e DM2, podendo levar a DCV (BELL; KIVIMAKI; HAMER, 2014; DEMARCO;
AROOR; SOWERS, 2014; ECKEL et al., 2015; POIRIER et al., 2006; WORMSER et
al.,, 2011). A maior incidéncia de eventos cardiovasculares em pessoas com
obesidade parece estar relacionada a disfuncdo endotelial e inflamagao crénica
subclinica (ENGIN, 2017; VIRDIS, 2016). Segundo uma recente pesquisa realizada
com 239 estudos prospectivos, envolvendo mais de 10 milhdes de pessoas de 32
paises pertencentes a quatro continentes, o excesso de peso e a obesidade
resultaram em morte prematura e aumentaram o risco de mortalidade por todas as
causas (DI ANGELANTONIO et al., 2016).

Desde 1980, a prevaléncia mundial do excesso de peso vem aumentando (STEVENS
et al., 2012), com incremento anual médio da obesidade no mundo é de 0,6% (CDC,
2014). Na atualidade, cerca de 39% da populagao adulta mundial apresenta excesso
de peso (IMC = 25 kg/m?) e quase 13% apresenta obesidade (IMC = 30 kg/m?)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011, 2020). No Brasil, a pesquisa de Vigilancia
de Fatores de Risco e Protecdo para Doencgas cronicas por Inquérito Telefbnico
(Vigitel), de 2019, mostrou que mais da metade (55,4%) dos brasileiros acima de 18
anos apresenta excesso de peso. E que dois a cada dez brasileiros (20,3%) estéao

obesos. Esse percentual é 72% maior que o obtido na primeira vez que o trabalho foi
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realizado, em 2006 (BRASIL, 2007, 2020). Esse aumento da obesidade tem impacto
econdmico global estimado em 2 trilhdes de dolares ou de 2,8% do produto interno
bruto (PIB) global (TREMMEL et al., 2017). Quando comparadas as pessoas com
peso normal, aquelas com obesidade tem um gasto 46% maior com internagoes, 27%
mais consultas ambulatoriais, e um gasto 80% maior com medicamentos (SMITH,;
SMITH, 2016). Além dos custos diretos e indiretos com a saude, a obesidade tem
repercussdo socioeconémica consideravel na forma de perda de produtividade e
crescimento econémico perdido como resultado da perda de dias de trabalho, menor
produtividade no trabalho, mortalidade e incapacidade permanente (TREMMEL et al.,
2017). Sob essa perspectiva, compreendemos que a obesidade nao tem apenas
implicacbes adversas para a saude e qualidade de vida, mas também

socioecondmicas.

Mais recentemente, a pandemia de doenga coronavirus 2019 (COVID-19) apresenta
uma crise de saude publica sem precedentes e, neste contexto, a obesidade emergiu
como um fator de risco forte e independente para doenca COVID-19 mais grave e
morte (DU et al., 2021; STEFAN; BIRKENFELD; SCHULZE, 2021).

4.2 Obesidade e hormonios reguladores do apetite

A homeostase energética, ou balango energético, tem papel importante na etiologia
da obesidade, e esta intimamente ligada ao sistema nervoso central (SNC) que atua
como regulador metabdlico chave que integra sinais periféricos, modula o fluxo
autonémico e regula o consumo alimentar (HILLEBRAND; DE WIED; ADAN, 2002;
LEE; MATTSON, 2014). Nesse sentido, varios circuitos cerebrais se regulam
mutuamente para modular as vias neuronais autbnomas e os 6rgaos enddcrinos
(influenciando diretamente a homeostase energética), apetite (desejo de comer),
saciedade (sensacéao de satisfacao ou plenitude) e prazer alimentar (palatabilidade e
recompensa derivada da comida) (LEE; MATTSON, 2014). Trata-se de um sistema
neuroenddcrino complexo, cuja desregulagdo contribui para as altas taxas de
obesidade associadas ao aumento do consumo de alimentos (HILLEBRAND; DE
WIED; ADAN, 2002; LEE; MATTSON, 2014).

O hipotalamo atua como centro de controle do apetite e da saciedade, que recebe e

integra sinais periféricos, transportados através da barreira hematoencefalica, que
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interagem com neurdnios que podem expressar varios neuropeptideos anorexigenos,
como a propiomelanocortina (POMC) e transcrito regulado por cocaina e anfetamina
(CART) que inibem a alimentacdo e promovem a perda de peso; bem como
orexigénicos que estimulam o consumo alimentar e o ganho de peso, tais como
neuropeptideo Y (NPY) e peptideo relacionado a agoutir (AgRP) (AUSTIN; MARKS,
2009; LEE; MATTSON, 2014). Juntos, esses neurdnios e neuropeptideos modulam

as sensacbes de fome e saciedade e, por fim, o0 ganho e a perda de peso.

Assim, a deteccao e transmissao de sinais periféricos do estado metabdlico € um
processo importante pelo qual o SNC regula o peso corporal (LEE; MATTSON, 2014).
Nesse sentido, a grelina, ou peptideo liberador do horménio do crescimento (GH), se
destaca como Unico peptideo orexigeno periférico circulante conhecido, ou
estimulante do apetite (AUSTIN; MARKS, 2009). O aumento da grelina, em estado de
jejum prolongado, por sua vez leva ao ganho de peso, em parte por estimular a
producao de NPY e AgRP no nucleo arqueado (AUSTIN; MARKS, 2009). Além disso,
a grelina esta associada com a redugao do gasto energético de repouso e catabolismo
no tecido adiposo (APOVIAN, 2016). Em contraste com a grelina, existem muitos
peptideos periféricos que estdo associados a saciedade (AUSTIN; MARKS, 2009).
Hormonios, como o peptideo semelhante ao glucagon (GLP), oxintomodulina (OXM),
leptina, peptideo tirosina-tirosina (PYY) e colecistocinina (CCK), sinalizam para areas
importantes do SNC envolvidas no controle do apetite (APOVIAN, 2016). Os efeitos
da leptina, por exemplo, sdo neuromoduladores, estimulando uma cascata de
sinalizacao especifica que resulta na inibicdo de peptideos orexigénicos (NPY e
AgRP), enquanto estimula peptideos anorexigenos (incluindo POMC e CART), que
consequentemente leva a diminuicdo do apetite e aumento do gasto de energia
(AUSTIN; MARKS, 2009; LEE; MATTSON, 2014). O intestino delgado também
responde aos nutrientes pela secre¢cdo de varios sinais de saciedade incluindo
colecistocinina (CCK), peptideo YY, serotonina, glutamato, enterostatina e glucagon
like peptide-1 (LEE; MATTSON, 2014). O GLP-1 estimula a liberagédo de insulina por
um mecanismo glicose-dependente e inibe a liberagdo de glucagon. Os efeitos ndo
glicémicos incluem promog¢ado da saciedade, provavelmente pelo retardo no
esvaziamento gastrico, e consequente perda de peso (APOVIAN, 2016; AUSTIN;
MARKS, 2009). O polipeptideo insulinotrépico dependente de glicose (GIP) é outra
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incretina secretada pelo estdmago e pelas células K no duodeno e jejuno em resposta
a ingestdo de nutrientes, que leva a secrecao de insulina glicose-dependente,
promogao do armazenamento de energia por meio de agdes diretas no tecido adiposo
e inibicao da apoptose (AUSTIN; MARKS, 2009).

Sugere-se que em individuos obesos a resposta pos-prandial de saciedade é
atenuada, em relagdo a horménios como GLP-1, PYY e CCK, e que ha supressao
pos-prandial reduzida do horménio orexigéno grelina. A perda de peso induzida pela
restricao calorica, por outro lado, altera os horménios periféricos e tende a aumentar
o apetite e promover a recuperagao do peso (LEAN; MALKOVA, 2016). Assim, diante
do exposto, € importante compreender como estratégias para o tratamento da
obesidade, como dietas e componentes alimentares especificos (ALHABEEB et al.,

2021), podem modular essas vias relacionadas com o controle da ingestao alimentar.
4.3 Obesidade e controle glicémico

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que mais de 2 milhdes de
mortes no mundo sao atribuidas as concentracbes elevadas de glicose no sangue
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A hiperglicemia pos-prandial (e
hiperinsulinemia relacionada), por sua vez, tem sido implicada na etiologia das
doencgas crbénicas, como DM2 e DCV, sugerindo que a intervencao precoce para
normalizar a glicose pos-prandial pode ser uma estratégia na redugcdo do risco
cardiometabodlico (BAO et al., 2011; BLAAK et al., 2012). O estado pés-prandial
compreende a maior parte do tempo em que passamos um dia (AUGUSTIN et al.,
2015). Portanto, o gerenciamento pés-prandial da glicose sanguinea ideal é essencial
em pessoas com e sem diabetes (AUGUSTIN et al.,, 2015), uma vez que as
concentragdes elevadas de glicose promovem estresse oxidativo, inflamacgéao e levam
a complicagdes diabéticas crénicas (DOMINGUETI et al., 2016), pois induz um estado
de glicotoxidade, com reducgao progressiva da secrecado da célula beta, ou a perda
progressiva da funcao glicostatica do pancreas, levando a um ciclo vicioso com piora
progressiva do estado hiperglicémico (GELONEZE; LAMOUNIER; COELHO, 2006).
Além disso, a homeostase pés-prandial da glicose, e da insulina, tem papel no controle
do apetite, por meio da modulacido dos horménios do apetite, promovendo o controle

do peso corporal (BRAND-MILLER et al., 2006). Esta nogdo €& apoiada pelas
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descobertas de que a secregao de insulina basal e secregao de insulina estimulada
por glicose & maior em péancreas de animais obesos do que magros (VAN VLIET et
al., 2020). Dessa forma, a identificagdo e o controle precoce da hiperglicemia pos-
prandial podem constituir um objetivo terapéutico importante na prevengao do

diabetes e das comorbidades associadas.
4.4 Obesidade e inflamacgao

A inflamacao € uma resposta fisiolégica componente da imunidade inata e necessaria
para a manutencao da homeostase corporal. Neste processo, varios mediadores
inflamatoérios sdo liberados, incluindo moléculas de adesdo celular, citocinas,
quimiocinas, dentre outros agentes inflamatérios (KVIETYS; GRANGER, 2012).
Alguns desses biomarcadores envolvem fatores de transcricdo, como o fator nuclear
kappa B (NF-kB, do inglés, nuclear factor kappa B) e transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STATS3, do inglés, signal transducers and activators of transcription),
citocinas inflamatérias, como fator de necrose tumoral (TNF, do inglés, tumor necrosis
factor), interleucinas (IL)-1, IL-6, IL-8, e proteina quimiotatica de monécitos —1 (MCP-
1, do inglés, monocyte chemoattractant protein-1), enzimas inflamatorias como as
cicloxigenase (COX)-2, 5- lipoxigenase (LOX), 12-LOX, metaloporteinases de matriz
(MMP, do inglés, matrix metalloproteinases) e outros fatores como proteina C reativa
(PC-R) e moléculas de adesdo (AGGARWAL, 2004; PRASAD, 2014). Entretanto,
quando se estabelece uma resposta inflamatéria excessiva ou cronica temos um
desbalango na homeostasia, com efeitos deletérios que promovem um estado
patolégico inflamatério, que tem sido associado ao desenvolvimento de doencas
cronicas n&o transmissiveis, tais como a obesidade, DM2, DCV e cancer (SIMENTAL-
MENDIA; RODRIGUEZ-RAMIREZ; REYES-ROMERO, 2013).

O excesso de adiposidade tem sido associado a uma inflamacao crénica, estéril, de
baixa intensidade (subclinica) ou metainflamacado (inflamagdo nos tecidos
metabdlicos), caracterizada pelo aumento modesto dos marcadores pro-inflamatérios
circulantes e auséncia dos sinais clinicos da inflamagéo (MRAZ; HALUZIK, 2014). A
origem desse processo inflamatorio na obesidade € incerta, porém a expansao do
tecido adiposo com hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos, juntamente com estimulos

autdcrinos, paracrinos e endocrinos iniciam a emissao de sinais quimiotaticos que
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recrutam células imunes e levam a infiltragdo de macrofagos para o tecido adiposo
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Dessa forma, a disfuncdo dos adipdcitos e o
acumulo de macréfagos no tecido adiposo contribuem para alteragées na produgao
de varias substancias bioativas, conhecidas como adipocitocinas ou adipocinas, com
desequilibrio entre marcadores anti e pro-inflamatérios, e consequente aumento de
marcadores inflamatorios circulantes como das citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-
6, TNF e MCP-1), levando a inflamagao crénica subclinica associada a obesidade
(CARRARO et al., 2015; CHOE et al., 2016; JUNG; CHOI, 2014). Essa inflamagéao
subclinica na obesidade tem sido associada com disturbios metabdlicos, incluindo a
resisténcia a insulina, lipotoxicidade, e efeitos nocivos a outros 6rgaos metabdlicos,

como o figado, musculo e pancreas (CHOE et al., 2016).

Por outro lado, o metabolismo de nutrientes tem papel importante na modulagao da
resposta imunoldgica e podem influenciar a resposta inflamatéria. O consumo de
gorduras, particularmente saturada tem efeitos pré-inflamatérios importantes, devido
ao seu potencial de ativacdo dos receptores do tipo toll (TLR-4) (CANDIDO et al.,
2018; DA SILVA et al, 2020; ROCHA et al.,, 2016; ROCHA; BRESSAN;
HERMSDORFF, 2017a). As gorduras insaturadas, por sua vez, apresentam um
potencial anti-inflamatério (CANDIDO et al., 2018; COELHO et al., 2017; ROCHA;
BRESSAN; HERMSDORFF, 2017a), que podem ser uma alternativa importante para
a modulagao da inflamagéao induzida pela obesidade. Assim, entender como alimentos
ou padrdes alimentares podem ser usados no tratamento da inflamagao crénica
induzida pela obesidade pode auxiliar nas estratégias de prevencéao e tratamento da

obesidade.
4.5 Tratamento e controle da obesidade

A dieta, particularmente, o padrao alimentar ou componentes alimentares estdo
envolvidos na génese das desordens metabdlicas, por seu papel sobre a inflamacgao
e o estresse oxidativo (HERMSDORFF et al., 2011a; MARTINEZ-GONZALEZ et al.,
2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA; BRESSAN; HERMSDORFF, 2017a), saciedade
(DA SILVA et al.,, 2020; DREWNOWSKI, 2009; ROGERS, 1990), sono (GOMES
DOMINGOS; HERMSDORFF; BRESSAN, 2017), e regulagdo metabdlica
(GARAULET; GOMEZ-ABELLAN, 2014; HERMSDORFF et al., 2011b). Por outro lado,
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a perda de peso associada a uma restricdo caldrica tem resultado no controle dessa
inflamacao crénica, com a redugao nas concentragdes de TNF, IL-6, leptina, de
moléculas de adesao ICAM-I, além da PC-R (HERMSDORFF et al., 2009a, 2009b,
2011b).

A obesidade € uma doenga complexa e multifatorial, resultado de uma combinagao
de causas e fatores contribuintes, incluindo fatores genéticos, comportamentais e
ambientais (HRUBY; HU, 2015). Dentre os fatores de risco modificaveis, ou
comportamentais, podemos citar o estilo de vida, o padrao alimentar, a atividade fisica
e o sono (HRUBY; HU, 2015). Diante disso, os principais tratamentos para obesidade
adulta incluem aconselhamento clinico centrado na dieta, atividade fisica e mudanca
de comportamento, farmacoterapia e cirurgia bariatrica (DIETZ et al., 2015). Nesse
sentido, as abordagens terapéuticas dietético-nutricionais no controle da obesidade
tém como alvo a redugéo caldérica moderada (500 a 1.000 kcal/dia) (ABESO, 2016;
RAYNOR; CHAMPAGNE, 2016) para uma perda de peso aproximada de 0,5 a 1,0 kg
por semana (WISHNOFSKY, 1958). Contudo, tratamentos bem-sucedidos
representam um desafio na maioria das praticas clinicas (PLOURDE; PRUD’HOMME,
2012). Sobre essa perspectiva, identificar estratégias efetivas de prevengéao e controle
da obesidade sdo urgentes e necessarias para reverter as tendéncias atuais. Nesse
sentido destacam-se estratégias individualizadas e que promovam mudangas no
comportamento alimentar (DE ALMEIDA et al., 2020; VAZ DE MELO RIBEIRO et al.,
2020).

4.6 Castanhas e beneficios a saude

4.6.1 Castanha de caju (Anacardium accidentale)

A castanha de caju possui um sabor atrativo muito apreciado pelos consumidores de
castanhas/nozes, além disso apresenta importancia econémica para cajueiro devido
ao seu valor comercial (DE PAIVA; DE BARROS; CAVALCANTI, 2009). O cajueiro é
nativo das Américas Central e do Sul, sendo o Brasil considerado seu local de origem.
Atualmente, existem espécies cultivadas em regides tropicais, € em algumas areas
subtropicais (DE PAIVA; DE BARROS; CAVALCANTI, 2009) (DENDENA; CORSI,
2014; MONTEIRO et al., 2015; OLIVEIRA, 2014). Nesse sentido, a cadeia produtora

da castanha de caju apresenta forte importdncia econémica, gerando emprego e
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renda para milhares de pessoas e um volume de negdcios significativo para paises
dependentes de agronegocios (DE PAIVA; DE BARROS; CAVALCANTI, 2009).
Ainda, sua producdo representa um valor comercial importante para os pequenos
agricultores de paises emergentes (DENDENA; CORSI, 2014). Em nivel de varejo, o
agronegocio da castanha de caju gera cerca de dois bilhdes de ddlares anuais, e
ocupa o terceiro lugar entre as nozes/castanhas mais comercializadas no mercado
internacional (MARIA et al., 2012). Apesar de ser a terceira castanha mais produzida
em todo o mundo, até o momento, muito pouca pesquisa foi feita sobre o consumo da
castanha de caju (RICO; BULLO; SALAS-SALVADO, 2015).

O consumo diario de 28-64 g/dia de castanha de caju , durante 28 dias, reduziu as
concentracbes de colesterol e de LDL em homens e mulheres em risco
cardiometabodlico (MAH et al., 2017). Além disso, o consumo regular de 30 g de
castanha de caju , por 12 semanas, reduziu a presséao arterial sistélica e aumentou a
lipoproteina de alta densidade (HDL), em individuos com DM2 (MOHAN et al., 2018).
Ambas intervengdes, com castanha de caju, apresentaram resultados benéficos na
perspectiva da melhora do risco de eventos cardiovasculares, com a manutencéo do
peso corporal (MAH et al., 2017; MOHAN et al., 2018). Tais beneficios parecem estar
relacionadas a composi¢cao nutricional das castanha de caju, que apesar da sua
elevada densidade energética (= 600 kcal/100 g), apresentam elevada concentragao
de acidos graxos insaturados (79.7 %), principalmente acido oleico e linoleico (60,7 %
e 17,8% do total de acidos graxos, respectivamente), combinado a uma variedade de
esterdis, vitaminas e aminoacidos e fibra alimentar (RICO; BULLO; SALAS-
SALVADO, 2015). Contudo, em um estudo com individuos com sindrome metabdlica,
o consumo diario de 20% do valor energético total (63—108 g/dia), ndo melhorou o
perfil lipidico, resposta glicEmica e inflamatdria apds oito semanas de intervengéo. Os
autores do estudo especularam que em individuos com excesso de peso, em virtude
do forte papel da obesidade sobre os marcadores de risco cardiometabdtico, o
consumo de castanhas tem beneficios limitados quando a perda de peso nao é
alcancada (PIETERS et al., 2005).

4.6.2 Castanha-do-brasil (Berthotia excelsa)

A castanha-do-brasil € um espécie nativa da Amazénia, e que foi descoberta

originalmente crescendo em solos duros e bem drenados ao longo do rio Amazonas
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em paises como Brasil, Peru, Colébmbia, Venezuela e Equador (CARDOSO et al.,
2017; YANG, 2009). Dados da Organizagao das Nag¢des Unidas para Agricultura e
Alimentac&o, mostram que no mundo sao produzidos 119 mil toneladas de castanha-
do-brasil (FAO, 2018). Atualmente, a Bolivia € o maior produtor de castanha-do-brasil
(31%), seguido do Brasil (27%) e Costa do Marfim (9,6%) (FAO, 2018).Trata-se de um
produto extrativista, de grande interesse comercial nacional e internacional, sendo
considerada um produto com grande potencial para impulsionar o desenvolvimento
socioeconémico das comunidades amazébnicas (SOCIOECON; PIAGA, 2017). A
castanha-do-brasil € uma boa fonte de micronutrientes, particularmente selénio,
fitoesterdis, tocoferol, esqualeno e fendlicos, todos atribuidos a varios beneficios
potenciais para a saude (YANG, 2009). Dentre esses micronutrientes, destaca-se o
selénio presente na castanha-do-brasil, considerada uma das fontes alimentares mais
concentradas desse mineral, que pode acumular 100-1000 mg de selénio/g
(CARDOSO et al., 2017). Além disso, o selénio tem agado anti-inflamatéria e
antioxidante, e esta associado a potenciais beneficios cardiovasculares (CARDOSO
et al.,, 2017; HERMSDORFF et al., 2009c; JOSEPH, 2013; OSTER; PRELLWITZ,
1990; ZULET et al., 2009).

A castanha-do-brasil tem elevada densidade caldrica (700 kcal/100g) e € uma boa
fonte de lipidios (25% de acidos graxos mono-insaturados e 21% de acidos graxos
poli-insaturados; ressalta-se que o acido a-linolénico contribui para 7% das gorduras
totais). A concentragao de acidos graxos saturados (15% do total de lipidios) € mais
elevada que outras castanhas, como a castanha de caju, mas, possui concentracoes
mais elevadas de magnésio, cobre e zinco. As castanhas-do-brasil , ainda, séo
consideradas fonte de selénio (5,0 — 71,5 pg/g), que variam conforme a regido de
origem, sendo maior nas regidao amazodnica e no nordeste do Brasil, e menor na regiao
sudeste do pais (CARDOSO et al., 2017).

Da mesma forma que a castanha de caju, o efeito do consumo de castanha-do-brasil
na saude, tem sido pouco explorado em estudos da area. Destacam-se os estudos
que observaram a eficacia do seu consumo (2 castanhas/dia/12semanas; 15-30g/3
dias/semana) na melhora do estado do selénio devido a sua elevada disponibilidade
desse nutriente nessa castanha (MARTENS et al., 2015; THOMSON et al., 2008). E

em individuos em hemodialise, foi observado que o consumo diario de uma castanha-
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do-brasil reduziu a inflamacao e o estresse oxidativo, apds 3 meses de intervengao
(STOCKLER-PINTO et al., 2014a).

4.6.3 Castanhas, peso corporal e adiposidade

Embora o consumo de castanhas seja associado a beneficios a saude, principalmente
a fatores de risco cardiovascular (BECERRA-TOMAS et al., 2019; DE SOUZA et al.,
2020; SCHWINGSHACKL et al., 2017), devido a sua alta densidade calédrica, séo
levantadas preocupagdes em relagdo a sua contribuicdo para o ganho de peso no
consumo de longo prazo (ESLAMI; SHIDFAR; DEHNAD, 2019). Pois, dietas com
alimentos altamente caldricos geralmente tém sido associadas ao aumento do peso
corporal e da adiposidade, enquanto o consumo de uma dieta com alimentos com
baixo conteudo caldrico tem efeitos potencialmente benéficos para prevenir a
obesidade (DU et al., 2009; MENDOZA; DREWNOWSKI; CHRISTAKIS, 2007;
PEREZ-ESCAMILLA et al., 2012). Contudo, um recente estudo de meta-andlise,
mostrou que apesar do consumo de castanhas ser associado ao aumento da ingestao
caldrica, em individuos com sobrepeso, o seu consumo nao esta associado a efeitos
negativos sobre o no peso corporal (AKHLAGHI et al., 2020). No entanto, poucos

estudos clinicos exploram essa questdao com o consumo de castanhas brasileiras.

Em uma breve revisdo da literatura, nds identificamos apenas seis estudos clinicos
randomizados e controlados que investigaram o efeito do consumo de 28-108 g/dia
de castanhas de caju (n=5) (BAER; NOVOTNY, 2019; DAMAVANDI et al., 2019; MAH
et al., 2017; MOHAN et al., 2018; MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007) e 5 g/dia
castanha-do-brasil (n=1) (REIS et al.,, 2019), entre 4-12 semanas e 8 semanas
respectivamente, sobre o peso corporal e outras medidas antropométricas, em
individuos adultos. Os estudos foram sumarizados na Tabela 1. Ressaltamos que
publicacdes diferentes, mas com resultados do mesmo estudo, foram apresentados
uma unica vez aqui. Nés observamos que nenhum dos estudos ja realizados com
castanha de caju ou castanha-do-brasil foi elaborado e/ou propds aos participantes
uma dieta para perda de peso. E, apesar das castanhas fornecerem uma quantidade
caldrica expressiva (~600-700 kcal/100g), o ganho de peso e outras alteragdes
antropométricas nao foram relatadas nesses estudos. Ao analisar a sintese desses
resultados por meio da meta-analise, apenas quatro estudos com castanhas de caju

apresentaram dados para sua condugéo. Os resultados agrupados indicaram que n&o
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houve efeito do consumo de castanhas de caju sobre o ganho de peso (diferenca da
média: 0,13; 1C95%: -0,08-0,34; I?: 0%). E a avaliagdo de qualidade dos estudos
mostrou que o risco de viés é incerto, principalmente, em relagdo a metodologia de

randomizagao, alocagao e cegamento (ROCHA et al., 2021).

Dessa forma o consumo de castanhas brasileiras ndo promoveu o ganho de peso em
longo prazo, sugerindo o efeito benéfico do seu consumo na manutencao do peso
corporal, apesar da sua alta densidade calérica. Contudo, existe uma escassez de
literatura sobre os efeitos das intervencdes com castanhas brasileiras. Ainda, o efeito
combinado dessas castanhas em uma dieta de restricdo caldrica parece ser uma

estratégia ainda inexplorada nos estudos clinicos.



Tabela 1. Sumarizagdo dos estudos clinicos que investigaram o efeito do consumo de castanhas brasileiras sobre o peso corporal e outras medidas

antropomeétricas.
Resultado da
Autor, ano Desenho do Participantes Run-in Intervengao Duragao Wash-out intervengao
estudo sobre o peso
corporal
Estudos com castanha de caju
Grupo intervengao: consumo de
Ag;ﬂgorzr?qzm castanha de caju (20% da ingestao
Mukuddem- Randomizado, A1 3 semanas energética diaria; 63-108 g/d) +
metabdlica . . ~ ; s 8 < Peso, IMC,
Petersen et al. paralelo e . com dieta ingestéo habitual (n: 21) -
n:43(19H/24M) ) semanas PC
2007 controlado ; ) controle Grupo controle: sem consumo de
idade: 45,5 + . ~ ) i
castanhas + ingestao habitual (n:
10,2 anos 22)
Adultos Grupo intervencéo: dieta para
Randomizado, : manutencgao de peso + castanhas
Mah et al. n: 51 . . ) 4
controlado, . ) - de caju (28— 64 g/dia) (n: 51) 2 semanas < Peso
2017 idade: 55.7 + 7 semanas
cruzado Grupo controle: dieta para
10,1 anos = .
manutengao de peso (n: 51)
Adultos com Grupo intervengéo: consumo de
castanha de caju (10% da ingestao
Randomizado DM2 energética diaria; ~ 28 g/dia) +
Damavandi et aralelo e , n: 43 - ing estao habi';ual (n'921) 8 - > Peso, IMC,
al. 2019 P (H:9/M:34) 9 _ ' semanas PC
controlado . i Grupo controle: sem consumo de
idade: 53.86 * . ~ . i
castanhas + ingestao habitual (n:
7.22 anos 22)
Adultos Grupo intervengao: consumo de
Baer and Randomizado, n: 40 (H: castanha de caju (42 g/dia) + dieta 4
Novotny 2019 controlado, 20/M:20) - padronizada (n: 39) semanas 1 semana < Peso
y cruzado idade= 56.8 + Grupo controle: dieta padronizada
10.8 anos (n:40)
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Resultado da

Autor, ano Desenho do Participantes Run-in Intervengao Duragao Wash-out intervencao
estudo sobre o peso
corporal
1 semana
Adultos com , -
_ DM2 com Grupo mtervepgao. consumo <_je
Randomizado, . consumo castanha de caju (30 g/dia) + dieta
Mohan et al., n:269 ) ) ) 12 < Peso, IMC,
paralelo e . i de 30g/dia padronizada para DM2 (n:129) 2 semanas
2018 (H:145/M:121) o . semanas PC
controlado ; ) de Grupo controle: dieta padronizada
idade: 50,8 + .
castanha para DM2 sem castanhas (n:140)
9,5 anos .
de caju
Estudos com castanha-do-brasil
NelalstSI?er]ess Grupo intervengao: castanha-do-
. Randomizado, ) brasil (1 unidade/dia; ~5g/dia) +
Reis et al. n:54 . . ) 8 < Peso, IMC,
paralelo, . ) - dieta habitual (n: 29) -
2019 (H:0/M:54) o : semanas PC
controlado . ; Grupo controle: dieta habitual
idade: 39.7 (n:25)
1.2 anos '

Dados apresentados em média + DP. H: homem. M: mulher. IMC: indice de massa corporal. PC: perimetro da cintura. <> sem efeito significativo
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4.6.4 Castanhas e apetite

Estudos prospectivos tém demonstrado que o consumo de castanhas no longo prazo
tem efeitos importantes no controle da obesidade, sendo associado a um menor
ganho de peso e menor risco de sobrepeso/obesidade (JACKSON; HU, 2014). Esses
efeitos benéficos do consumo de castanhas sobre o peso parecem ter relagdo com o
controle do consumo alimentar (JACKSON; HU, 2014; TAN; DHILLON; MATTES,
2014Db). Estudos clinicos tém demonstrado que o consumo de castanhas modula o
apetite pos-prandial, podendo suprimir a sensacao de fome e o desenho de comer,
além de aumentar a sensacéao de plenitude. Dessa forma, o consumo de castanhas
ao longo prazo pode ter efeitos benéficos por afetar o consumo alimentar (TAN;
DHILLON; MATTES, 2014a). Contudo, as evidéncias provém basicamente de estudos
com castanhas e amendoim. Ainda, um recente estudo de revisdo sistematica, com
varios tipos de castanhas (noz, améndoa, avela e amendoim), demonstrou que a
sensacao de fome é suprimida apés o consumo de castanhas, mas néo ha efeitos
sobre a sensacdo de plenitude (AKHLAGHI et al., 2020). A heterogeneidade dos
achados foi alta, demonstrando que os dados dos estudos sdo muito dispersos
decorrente possivelmente de diferencas estatisticas dos efeitos das intervengdes,
participantes diferentes ou diferentes tipos de estudos, entre outros. Dessa forma, os
resultados devem ser interpretados com cautela, e mais estudos ainda sao
necessarios para entender melhor a relagédo entre consumo de castanhas e seus

efeitos sobre o apetite.

Considerando estudos com hormdnios reguladores do apetite, ha alguns estudos que
exploraram o efeito do consumo das castanhas sobre esses marcadores. O consumo
de castanhas no longo prazo (24 semanas), reduziu o0 hormdnio orexigeno grelina e
ao mesmo tempo aumentou as concentracdes de PYY e GLP-1, modulando o apetite
em adultos com excesso de peso (ST-ONGE; CAMPBELL; ROYCHOUDHURY,
2020). Em individuos com DM2, o consumo de castanhas também aumentou as
concentragbes de GLP-1, apds 3 meses de intervencéo (REN et al., 2020). O consumo
de pistaches também parece estimular o aumento de GIP e GLP-1, mas, ndo mostrou

efeito na grelina em individuos com sindrome metabdlica (KENDALL et al., 2014). O



36

consumo de pasta de amendoim também melhorou a saciedade por meio do aumento
das concentragdes de PYY, GLP-1 e CCK, em mulheres com obesidade e DM2 (REIS
et al., 2013). Ja o consumo de um mix de castanhas resultou em uma reducdo nas
concentragbes pos-prandiais de grelina e leptina em adultos com excesso de peso,
promovendo a saciedade e melhora da resisténcia a leptina nesses individuos
(GODWIN et al., 2019).

Encontramos apenas um estudo clinico com castanhas brasileiras, que mostrou que
o0 consumo agudo de castanhas-do-brasil aumentou a saciedade pos-prandial, em
adultos saudaveis (ROSENSTOCK et al., 2020). Assim, poucos estudos avaliaram
esse efeito com castanhas brasileiras, e além da maioria dos estudos clinicos
apresentar a limitacdo de trabalhar apenas com sensacgdes subjetivas do apetite.
Faltam estudos que investigaram a questao da saciedade também com marcadores

hormonais da saciedade.

4.6.5 Castanhas e glicemia

Estudos epidemiologicos indicam que o consumo de castanhas pode ser uma
estratégia importante para prevengao do DM2, contudo os resultados desses achados
em estudos de revisdo sistematica e meta-analise sdo controversos (AFSHIN et al.,
2014; AUNE et al., 2016; LUO et al., 2014; ZHOU et al., 2014), e indicam que estudos

clinicos sao necessarios para confirmacao.

Nesse sentido, alguns estudos de revisdo e meta-analise foram conduzidos para
verificar a relacdo entre o efeito do consumo de castanhas sobre marcadores do
controle glicémico. O estudo mais recente mostrou que o consumo de castanhas
diminui significativamente o HOMA-IR e a insulina de jejum, mas nao alterou a
hemoglobina glicada (HbA1c) ou a glicose de jejum em estudos clinicos randomizados
e controlados (TINDALL et al., 2019). Ja em individuos com DM2, o consumo de
castanhas melhorou no controle glicémico, com efeitos sobre HbA1c e a glicemia de
jejum, enquanto a reducdo da insulina de jejum e do HOMA-IR ndo atingiram
significancia (VIGUILIOUK et al., 2014). De forma semelhante, outra meta-analise

demonstrou efeitos benéficos do consumo do pistache no controle glicémico, em
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individuos com pré-diabetes (NTZOUVANI; ANTONOPOULOU; NOMIKOS, 2019).
Assim, observamos que ha evidéncias de que o consumo de castanhas tem impacto
positivo no controle glicémico, e que pode desempenhar um papel na melhoria da
sensibilidade a insulina e, portanto, na redug¢ao do risco de DM2. Contudo, os estudos
que avaliaram esses efeitos com castanhas brasileiras sdo escassos e controversos
(DONADIO et al., 2018; MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007; REIS et al., 2019;
ROSENSTOCK et al., 2020). E, ainda, de forma categorica, os estudos de meta-
analise apontam que mais ensaios clinicos, bem conduzidos, com maior duragéo e
qualidade superior sao necessarios para avaliar o impacto das castanhas nos

marcadores de controle glicémico.

4.6.6 Castanhas e inflamacgao

O impacto do consumo de castanhas sobre as doencgas cardiovasculares tem sido
bem documentado (BECERRA-TOMAS et al., 2019; DE SOUZA et al., 2020;
SCHWINGSHACKL et al.,, 2017), assim, os possiveis mecanismos protetores
envolvidos tem sido alvo de estudos, como a relagao entre o consumo de castanhas

e a inflamacao.

O consumo de castanhas tem sido bem estudado no contexto da Dieta Mediterranea,
em estudos do PREDIMED (PREvencion com Dleta MEDiterranea). Recentes estudos
do PREDIMED mostraram o efeito anti-inflamatério do consumo regular de castanhas
sobre marcadores relacionados com a aterosclerose, como PC-R, IL-6, TNF, MCP-1
(proteina quimioatraente de mondcito 1), em até cinco anos de intervengado (CASAS
et al., 2016).

Em um estudo de meta-andlise, realizado por Mazidi et al. (2016), mostrou que o
consumo de castanhas nao apresentou efeito sobre marcadores da inflamacao (PC-
R, IL6, IL10, TNF e adiponectina). De forma semelhante, um estudo meta-analise mais
recente com estudos clinicos randomizados e controlados, com pelo menos trés
semanas de duracao, concluiu que ha evidéncias para efeitos favoraveis do consumo
de castanhas sobre a fung¢do endotelial. Contudo, também nao foi encontrado efeito

significativo em biomarcadores pré-inflamatérios, como a PC-R, TNF, IL-6, ICAM-
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1(molécula de adesao intercelular-1, do inglés intercellular adhesion molecule 1),
VCAM-1 (molécula 1 de adesao de célula vascular, do inglés vascular cell adhesion
molecule 1) ou do biomarcador anti-inflamatoério, a adiponectina. Porém, os autores
do estudo sugerem que a auséncia de efeito encontrada pode ser devido a falta de
consisténcia observada entre os estudos. Como pontos que precisam ser melhorados
nos estudos eles apontam a necessidade de estudos clinicos randomizados e
controlados, que incorporem o consumo de castanhas nas calorias consumidas na
dieta; transparéncia do registro dos protocolos dos estudos; além de grupos controles
adequados para comparacao para minimizar os efeitos dos fatores de confusao
(NEALE et al., 2017a). Além disso, em recente revisao sobre o tema, Silveira e et al.
(2020) apontam que o consumo crénico de castanhas parece melhorar o estresse
oxidativo; no entanto, os resultados dos estudos ainda s&o controversos, pois 0s
beneficios parecem depender do tipo de castanha, da dose e das caracteristicas
clinicas da populagao. Em face da relagao entre inflamacéao e estresse oxidativo, mais
estudos sdo necessarios para identificar a relagcdo do consumo de castanhas sobre

esses marcadores.

4.6.7 Mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos das castanhas

Apesar de ser um alimento com alta densidade caldrica, o consumo regular de
castanhas tem sido associado a impactos positivos sobre o risco cardiometabdlico,
isso devido a sua composi¢cao nutricional, que apresenta alto conteudo de gordura
insaturada, e baixo em gordura saturada. Além disso, as castanhas s&o fontes de
componentes bioativos, tais como polifendis, flavonoides, carotenoides, além de
vitaminas e minerais (KIM; KEOGH; CLIFTON, 2017) (Figura 1).

Como apresentamos, o consumo de castanhas nao esta associado ao ganho de peso,
essa protecdo em relagdo ao ganho de peso, ocorre possivelmente devido ao
aumento da saciedade, gasto de energia e excrecéo de gordura fecal. O conteudo de
fibras das castanhas é associado ao aumento da saciedade, provavelmente por
retarda o esvaziamento gastrico e prolongar o tempo de transito gastrointestinal,
aumentando assim a interacdo entre os nutrientes e as células que liberam os
horménios da saciedade (REBELLO; GREENWAY; DHURANDHAR, 2014). Além
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disso, o consumo de alimentos com alto conteudo de gorduras monoinsaturadas,
como as castanhas, parece ter efeito favoravel no aumento da termogénese e no
gasto energético, contribuindo para o controle do peso corporal e para reducdo da
adiposidade. De fato, o efeito termogénico das gorduras insaturadas (mono e poli-
insaturadas), que sdo mais facilmente oxidadas do que as gorduras saturadas, tem
sido relatado (CASAS-AGUSTENCH et al., 2009; CISNEROS et al.,, 2019;
KRISHNAN; COOPER, 2014; TAKEUCHI et al., 1995). Além disso, estudos de
is6topos marcados indicam que monoinsaturadas 2 poli-insaturadas > saturadas ¢ a
ordem preferida para a oxidacdo de gorduras da dieta; no entanto, estudos bem
controlados ainda sao necessarios para elucidar melhor esse efeito (KRISHNAN;
COOPER, 2014). O mecanismo molecular envolvido pode ser a ativagdo aumentada
de gordura monoinsaturada da sinalizagdo de PGC-1a / PPARa para promover o
metabolismo oxidativo de uma maneira dependente de SIRT1 (NAJT et al., 2020).
Além disso, o mediador lipidico enddgeno derivado do acido graxo monoinsaturado
(acido oleico), a oleoiletanolamida mostrou induzir a lipdlise por meio da ativagao do
PPARa, o que esta possivelmente relacionado a beneficios clinicos sobre o controle
do peso corporal e a adiposidade (BOWEN et al., 2017). Ainda, devido a estrutura e
composi¢ao das castanhas inteiras, sua mastigacao e digestdo nao sao ineficientes,
limitando a quantidade de lipidios absorvidos, os quais séo perdidos nas fezes. Essa
perda de energia, provavelmente contribui em parte para o controle do peso corporal
(TRAORET et al., 2008).

Em relacédo a inflamagéo, ndés ja demonstramos os potenciai efeitos da gordura
saturada sobre a resposta inflamatéria, por mecanismos que envolvem a ativagao de
receptores do TLR-4 que promovem o estimulo para producdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias, favorecendo a endotoxemia metabdlica (ROCHA et al.,
2016). Além disso, os acidos graxos insaturados, que se apresentam em grande
quantidade nas castanhas, por sua vez, parecem ter efeitos anti-inflamatérios quando
comparados aos acidos graxos saturados (ROCHA; BRESSAN; HERMSDOREFF,
2017a). Dessa forma, a substituicdo de gordura saturada por insaturada, parece
contribuir para redugdo dos marcadores da inflamag¢do. Ainda, minerais e

componentes bioativos das castanhas parecem modular o estresse oxidativo e a
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inflamacéao, através da inibicdo da peroxidagao lipidica, da oxidacdo de LDL, e
também da regulacéao positiva da Nrf2 (fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2)
(SILVEIRA et al., 2020).

Ja o potencial impacto benéfico do consumo de castanhas sobre o controle glicémico
parece estar relacionado com o seu elevado conteudo de os acidos graxos
insaturados. O mecanismo envolvido ainda ndo € muito claro, mas, as gorduras
monoinsaturadas estimulam a secre¢dao de GLP-1, que regulam o clearance da
glicose e melhoram a sensibilidade a insulina. Além disso, as castanhas sao fontes de
fibras, que podem reduzir a glicemia e a resposta insulinica pos-prandiais. Ainda,
evidéncias sugerem que o aumento do estresse oxidativo e a inflamagao estao
associados a resisténcia a insulina nas células beta. As castanhas, por sua vez,
contém diferentes tipos de antioxidantes, como flavonoides, polifendis e tocoferdéis que
podem ter papel importante na modulacado do estresse oxidativo e da inflamacao, e
consequentemente melhorar a resposta das células beta a glicose e a agdo da insulina
(CASAS-AGUSTENCH; BULLO; SALAS-SALVADO, 2010; KIM; KEOGH; CLIFTON,
2017).

Diante do exposto, investigar o efeito de castanhas brasileiras sobre a perda de peso,
o apetite, a resposta glicémica e a inflamagéao subclinica possibilitar-nos-a identificar
como fatores modificaveis, como a dieta, podem contribuir no tratamento da

obesidade e das comorbidades associadas.
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Figura 1. Beneficios potenciais do consumo de castanhas sobre fatores de risco cardiometabdlicos.
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5. METODOLOGIA
5.1 Delineamento do estudo

O presente projeto faz parte do Estudo Castanhas Brasileiras que é ensaio clinico
controlado aleatorizado paralelo de oito semanas, com mulheres em risco
cardiometabodlico, elaborado para avaliar o efeito de uma restricdo calérica contendo
castanhas brasileiras (grupo CB), em comparagdo com uma restricdo calorica sem
castanhas (grupo controle) sobre o peso e composi¢cao corporal, apetite, ingestao
alimentar e outros marcadores de risco Cardiometabdlico. O estudo foi conduzido no
Laboratério de Metabolismo Energético e Composigdo Corporal (LAMECC) do
Departamento de Nutricio e Saude da Universidade Federal de Vicosa. As

participantes foram recrutadas entre junho de 2019 e margo de 2020.

Todos os procedimentos descritos no presente projeto de pesquisa estdo de acordo
com a Resolugao CNS/466 de 2012 e Declaragao de Helsinki (BRASIL, 2012; WORLD
MEDICAL ASSOCIATION et al., 2013), que tratam dos principios éticos na pesquisa
clinica. O mesmo, foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Vigosa, e teve inicio apds sua aprovagédo (numero do
parecer. 3.395.257, CAAE: 92004818.0.0000.5153). Todas as participantes
receberam informacgdes sobre os objetivos e os procedimentos realizados no estudo.
Aquelas que aceitaram as condi¢des, termos e objetivos, bem como concordaram com
a coleta de materiais bioldgicos, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido em duas vias (APENDICE A: Termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE)). Ainda, o presente estudo foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios
Clinicos (ReBEC, n° RBR-3ntxrm).

5.2 Participantes

Para esse estudo foram incluidas mulheres adultas com idade de 20 a 55 anos com
excesso de peso (igual ou maior que 27 kg/m?), perimetro da cintura elevado (igual ou
maior que 80 cm) e excesso de gordura corporal (igual ou maior que 32%) associados

a presenga de um ou mais fatores de risco cardiometabdlico: triglicerideos igual ou
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maior que 150 mg/dL, pré-hipertensao arterial (igual ou maior que 130 e/ou 85 mmHg
para pressdes arteriais sistolicas e diastolicas, respectivamente) ou glicemia de jejum
igual ou maior que 100 mg/dL; ou mulheres adultas com idade de 20 a 55 anos com
obesidade (igual ou maior que 30 kg/m?), perimetro da cintura elevado (igual ou maior
que 80 cm) e excesso de gordura corporal (igual ou maior que 32%), independente da
presenca de fatores de risco cardiometabdlicos. Os critérios de n&o incluséo, foram
gestantes, lactantes ou mulheres na menopausa; atletas; veganas; fumantes; com
histérico de HIV, doengas do sistema digestivo, figado, rim, DCV, tireoide, cancer,
doencas inflamatdrias e disturbios alimentares; histéria de abuso de drogas e / ou
alcool; aversao ou alergia a castanhas; episddio infeccioso no ultimo més; uso de anti-
inflamatdrios, corticosteroides, antibidticos e outros que possam afetar o apetite e
metabolismo energéticos; instabilidade do peso (5% do peso normal) nos ultimos 3
meses; consumo habitual de castanhas maior que 30 g/dia; consumo de alcool maior
que 21 unidades (aprox. 168g) por semana; problemas dentarios que interferem na

mastigagéo; consumo de suplementos vitaminicos, minerais e dmega 3.
5.3 Recrutamento

As participantes do estudo foram recrutadas na comunidade local (Vigosa, Minas
Gerais, Brasil) por meio da afixacdo de cartazes e distribuicido de panfletos no
comércio local, nos Programa de Saude da Familia (PSF), nos Nucleos de Apoio a
Saude da Familia (NASF) e divulgagdo do estudo em emissoras de radio e redes
sociais, pagina da web da UFV, midia indoor e carro de som deixando a disposi¢ao

um telefone e e-mail para contato.

Apos contato telefénico, ou por e-mail, foi realizada uma triagem telefénica
(APENDICE A: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)



ESTUDO
castanhas brasileiras

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra. esta sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa “Efeito do consumo didrio de
castanhas brasileiras sobre redugdo do peso e composigdo corporal, metabolismo energético, apetite,
ingestio alimentar, reguladores metabdlicos ¢ marcadores genéticos”. Nesta pesquisa nos pretendemos
avaliar o efeito de uma dieta reduzida em calorias associada ao consumo didrio de améndoas de castanhas
brasileiras sobre a perda de peso e regulacio metabolica em mulheres adultas com excesso de peso e risco
cardiometabolico. O motivo que nos leva a estudar as améndoas brasileiras ¢ o grande valor nutricional
desses alimentos e seus provaveis beneficios para a satde.

Esse estudo tera duracdo do 8 semanas e a coleta dos dados sera realizada ao inicio, durante e ao final
do estudo. Ao longo desse periodo a Sra. seguird uma dieta reduzida em calorias, a qual poderd ou nao ser
acompanhada da ingestio de castanhas brasileiras fornecidas quinzenalmente pelos pesquisadores. Além
disso, enquanto participar do estudo a Sra. devera manter o nivel de atividade fisica habitual e evitar o
consumo de bebida alcoolica.

Ao iniciar e ao finalizar sua participag¢do no estudo, a Sra. devera comparecer ao laboratorio 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 necessdrio a realizagdo de jejum noturno de 10-12 horas. Nas noites
anteriores a realizacdo do jejum. a Sra. devera consumir um jantar padrio (sanduiche e suco), fornecido
pelos pesquisadores. No dia do teste de permeabilidade intestinal, a Sra. comparecera ao laboratorio em
jejum, onde fara a ingestdo de uma bebida contendo agicares. Em seguida, deverda permanecer no
laboratorio por um periodo de 4 horas, durante o qual serio coletadas amostras de urina em um frasco
apropriado. Ao final do teste, sera fornecido um almogo ¢ a Sra. sera liberada para suas atividades habituais.

No segundo dia de testes, a Sra. também devera comparecer ao laboratorio apos jejum (10-12 horas)
e fara a ingestio de uma bebida contendo ou ndo améndoas de castanhas brasileiras. Em seguida,
permanecera no laboratorio por cerca de 6 horas, e apos, também recebera um almogo fornecido pelos
pesquisadores. Nesse dia sera realizado a avaliacdo do peso, altura, gordura corporal, gasto de energia e
coleta de amostras de urina durante o periodo de permanéncia no laboratorio e de sangue (20 mL) em jejum
e 1, 2 e 4 horas apos o desjejum. Nessa ocasido, como parte dos procedimentos da pesquisa, a Sra.
respondera a questiondrios estruturados contendo perguntas sobre sua historia clinica e socioeconomica,
habitos alimentares, nivel de atividade fisica, comportamento frente ao alimento e qualidade do sono, com
tempo e aplicagio previsto em 1 hora. Ademais, as amostras de fezes deverdo 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, avaliagdo de micro-organismos intestinais ¢ atividade de genes

relacionados com inflamacio, estresse oxidativo e metabolismo.
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Todos procedimentos invasivos indispensaveis ao estudo serdo realizados por profissionais treinadas,
minimizando a0 maximo eventuais riscos ¢ desconfortos. A coleta de sangue sera realizada por um técnico
em enfermagem, utilizando apenas materiais descartaveis, sendo possivel uma sensac¢do incomoda
ou dolorida na hora de inserir a agulha e formacdo de hematomas no local da entrada da agulha
algumas horas apds o teste. O técnico em enfermagem serd orientado a ser o mais preciso possivel
para evitar estes incomodos. No caso de eventuais complicagdes no momento da pungio venosa,
serdo prestados os primeiros socorros no local pelo técnico em enfermagem e, caso haja
necessidade, a Sra. serd encaminhado para a Divisdo de Saude para demais cuidados. O uso da
bioimpedancia elétrica para avaliacio da gordura corporal é desaconselhada a pessoas que possuam
marca-passo ou quaisquer aparelhos eletronicos semelhantes, pinos, placas metalicas e gestantes.
Na auséncia dessas restrigdes, a realizagdo do exame de bioimpedancia elétrica ndo esta associado
a prejuizos a satude. Durante a realizagdo das sessoes de calorimetria indireta (Deltatrac) para
avaliacdo do gasto de energia, a Sra. devera permanecer deitada em deciibito dorsal (de costas) em
uma maca, por um periodo de 30 minutos/sessio, movendo-se o minimo possivel. Esse
procedimento sera realizado em uma sala fechada, com temperatura controlada, e sera permitido
assistir televisdo, caso a Sra. deseje. Os alimentos fornecidos no estudo serdo elaborados com
matéria prima de boa procedéncia e qualidade, os quais serio bem acondicionados visando
manuten¢io da qualidade nutricional e microbiologica.

Para evitar qualquer tipo de constrangimento no momento da aferi¢do das medidas e preservar a sua
privacidade a avaliagdo antropométrica sera realizada em uma sala fechada, silenciosa, por um profissional
treinado. Durante a aplicagdo dos questiondrios, a Sra. podera deixar de responder a uma ou a um conjunto
de perguntas caso sinta-se constrangida, sem que isso traga qualquer alteragdo na relagio de tratamento por
parte dos pesquisadores. Da mesma forma, as amostras biologicas de fezes e urina serdo coletadas e
entregues em frascos adequados, fornecidos pelos pesquisadores, e sem identificagdo nominal.

Quanto aos beneficios, a Sra. tera seu estado nutricional avaliado e recebera um plano alimentar
individualizado, visando a redugdo de peso corporal. Além disso, tanto o consumo de castanhas quanto a
dieta restrita em calorias estdo associados a beneficios a satide. Ainda, a Sra. tera acesso aos seus dados de
avaliacio antropométrica, composicdo corporal e exames bioquimicos. Ao final do estudo, a Sra. recebera
um novo plano alimentar individualizado, visando a manutengdo de habitos alimentares saudaveis e a
adequacdo dos marcadores bioquimicos que se apresentarem fora dos niveis de normalidade.

Para participar deste estudo a Sra. ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados, decorrentes da 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

participagio ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na
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forma em que a Sra. é atendida pelos pesquisadores. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposigdo
quando finalizada. A Sra. ndo sera identificada em nenhuma publicagdo que possa resultar. Seu nome ou o
material que indique sua participagdo ndo serdo liberados sem a sua permissio.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no “Laboratorio de Metabolismo Energético e Composigdo
Corporal (LAMECC - UFV)” ¢ 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™ apos o término da pesquisa. Depois desse tempo, os mesmos serdo
destruidos.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade,
atendendo a legislagio brasileira, em especial, a Resolugio 466/2012 do Conselho Nacional de Satde, e

utilizardo as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , contato , fui

informada dos objetivos da pesquisa “Efeito do consumo diario de castanhas brasileiras sobre reducio
do peso e composi¢cio corporal, metabolismo energético, apetite, ingestio alimentar, reguladores
metabaélicos e marcadores genéticos™ de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas duvidas. Sei que a
qualquer momento poderei solicitar novas informagées e modificar minha decis@o de participar se assim o
desejar. Declaro que concord 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 duvidas.

Pesquisadores Responsaveis:

Dra. Josefina Bressan — 31 38992692

Dra. Helen Hermana Miranda Hermsdorff — 31 38991269
Ana Paula Silva Caldas — 31 38993388

Daniela Mayumi Usuda Prado Rocha - 31 38993388

Endereco: Av. PH. Rolfs s/n. Laboratorio de Metabolismo Energético e Composicao Corporal
(LAMECC), Departamento de Nutricdo e Saiude, Centro de Ciéncias Biologicas 11, sala 50, 6 andar.
Campus Universitario. Vigosa/MG.

Telefone: (31) 3988-3388

E-mail: castanhasbrasileiras(@gmail.com

Em caso de discordincia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, a Sra. poderi consultar:

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

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Av. PH Rolfs, &/n — Campus Universitirio

Cep: 36570-900 Vigosa/MG

Telefone: (31)3899-2492

Email: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vigosa, de de20 .
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APENDICE B: Questionario de triagem telefénica) para agendamento de uma visita
presencial para aquelas participantes pré-selecionadas e interessadas em participar

do estudo.

Apos concordancia em participar do estudo e assinatura do TCLE, foi verificada a
elegibilidade das participantes por meio de um questionario de selegao presencial
semiestruturado (APENDICE C: Questionario de triagem presencial) com questdes
referentes a histoéria clinica e dietética, dados sociodemograficos, antropométricos e
de composicdo corporal, pressao arterial e exames bioquimicos. A respeito dos
exames bioquimicos, as participantes poderiam apresentar exames atuais (ultimos
trés meses) de glicose de jejum e triglicerideos. Caso ndo apresentassem esses
exames, foi solicitado a sua realizacdo em Laboratério de Analises Bioquimicas local,

sem custo para as participantes.
5.4 Periodo de pré-intervengao: run-in

Um periodo de run-in, pré-intervengao ou pré-aleatorizacdo, de uma semana foi
aplicado para identificar e excluir potenciais participantes nao aderentes ao protocolo
da pesquisa. Assim, apds a verificagdo da elegibilidade das participantes (e apds
resultado dos exames bioquimicos, quando aplicavel), as participantes receberam
uma cartilha contendo orientagdes para manutencao da alimentacao e atividade fisica
habituais; ndo consumo de determinados alimentos (azeite de oliva, bebidas
alcéolicas, castanhas, nozes e amendoim, suplementos vitaminicos, minerais e
dmega 3); bem como n&o iniciar o consumo de tabaco nesse periodo (APENDICE D:

Cartilha de orientagdes — run-in).

Ainda, as participantes foram orientadas quanto ao preenchimento de trés registros
alimentares de 24 horas (APENDICE E: Registro alimentar de 24 horas), em dois dias
de semana e um dia de final de semana, para avaliagcao do seu consumo alimentar
habitual.

Ao término do periodo de run-in, essas compareceram ao laboratério para entrega
dos trés registros alimentares, afericao do peso corporal e verificagdo do cumprimento

das orientagdes. Aquelas mulheres que apresentarem variagaéo superior a + 1 kg no
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peso corporal (instabilidade ponderal), que ndo mantiveram a atividade fisica habitual,
relataram o consumo de alimentos e/ou bebidas ndo permitidos, ou tabagismo foram
consideras mas respondedoras a intervencao, e, portanto, ndo foram incluidas na

pesquisa.
5.5 Aleatorizacao

Apos completar o periodo de run-in, as participantes foram alocadas, aleatoriamente,
pelo método de minimizagdo (ABRAMSON, 2011) estratificado com base na idade,
IMC e percentual de gordura corporal, com trés niveis por fator, para garantir uma
distribuicdo equilibrada dos potenciais fatores que poderiam interferir nas variaveis de
desfecho. Sequéncias de alocagao aleatéria foram geradas usando o software
WinPepi, versao 11.65 (Copyright J.H. Abransom, 23 de agosto de 2016).

5.6 Intervencgao nutricional

As necessidades energéticas totais foram estimadas de acordo com o calculo do gasto
energético total para mulheres com sobrepeso/obesidade (TRUMBO et al., 2002),
para cada participante, sob a qual foi aplicado um déficit de 500 kcal/dia (ABESO,
2016; RAYNOR; CHAMPAGNE, 2016). Assim, de acordo com a alocagdo, as

participantes receberam:

1) Grupo controle: plano alimentar com restricdo caldrica (-500 kcal/dia) sem

castanhas;

2) Grupo castanhas brasileiras (CB): plano alimentar com restricado calérica (-500
kcal/dia) contendo castanhas brasileiras (15 g de castanhas-do-brasil e 30 g de

castanhas de caju);

Os planos alimentares entregues as participantes possuiam cinco opg¢des de
cardapios diarios, lista de substituicbes permitidas, orientagdes e receitas, que foram
prescritos de acordo com a Faixa de Distribuicdo de Macronutrientes Aceitavel
(AMDR, do inglés, Acceptable Macronutrient Distribution Range) (24), sob supervisao

de um nutricionista.
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A cada duas semanas, as participantes deveriam comparecer a consultas de
acompanhamento. Na ocasido, as participantes do grupo CB receberiam pacotes
individuais laminados e embalados a vacuo, contendo 45 g de castanhas brasileiras
(15 g de castanhas-do-brasil e 30 g de castanhas de caju) cada, para consumo diario.
As participantes do grupo CB eram instruidas a consumir as castanhas pela manha
(colagao) em sua forma crua e sem sal, na porgao fornecida, e a ndo consumir outros
tipos de castanhas. Para evitar o compartilhamento das castanhas com familiares e
amigos, nés fornecemos um adicional (30%) a cada participante durante as visitas.
Além disso, as participantes do grupo de controle receberam, durante as consultas,
um molho para salada a base de 6leo de soja e limdo (proporcdo de 2:1,
respectivamente) para consumo diario (duas colheres, no almogo e jantar), visando
substituir as calorias com alto conteudo de acidos graxos monoinsaturados do grupo
CB, com calorias equivalentes principalmente de acidos graxos poli-insaturados em
suas refeigdes. As participantes do grupo controle também foram aconselhadas a néao
consumir qualquer outro tipo de molho para salada ou castanhas nas refeicées. O
consumo diario de castanhas ou molho para salada, nas porc¢des indicadas para cada
grupo, foram contabilizados na restricdo caldrica de -500 kcal/dia dos planos

alimentares (Figura 2A).

O cumprimento do protocolo foi verificado durante as visitas, com a devolugao da
embalagem e registro do consumo alimentar. Além disso, todos os participantes foram

orientados a manter constante a atividade fisica habitual.

O periodo de intervencdo com plano alimentar com restricdo caldrica teve duracido de
oito semanas. Segundo recomendacgdes da Food Drug Administration (FDA, 2009),
para avaliagao cientifica de estudos de alegagdes de saude, intervengdes (no caso de
ensaios aleatorizados controlados) devem apresentar duragdo minima de 3 semanas
OuU mais para assegurar que qualquer mudanga no desfecho seja em resposta a
intervencao dietética. Portanto, o periodo de 8 semanas foi escolhido para garantir
que o presente estudo estivesse em acordo com a referida recomendacao e que
também se alinhasse com duragbes semelhantes aquelas de estudos clinicos

incluidos em meta-analises que exploraram o efeito do consumo de castanhas sobre
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marcadores de risco cardiometabdlico (NEALE et al., 2017a; VIGUILIOUK et al.,
2014).

5.7 Critérios de descontinuidade do estudo (exclusao)

Durante o periodo de oito semanas de intervencgao, foram considerados critérios de
descontinuidade: participantes que n&o apresentassem boa adesao ao protocolo do
estudo (= 80% de consumo de castanhas); que manifestassem qualquer reacgéo
adversa ao consumo das castanhas; que engravidassem ou manifestassem sintomas

da menopausa (diagnosticada pelo médico).
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5.8 Consumo e comportamento alimentar

Trés recordatérios alimentares de 24 horas (ap6s 15, 30 e 45 dias do periodo de
intervencdo) foram aplicados durante as consultas de acompanhamento para
monitorar a adesdo a dieta. Os dados de consumo alimentar foram inseridos no
software REC24h-ERICA (BARUFALDI et al., 2016), que possui um banco de dados
composto por uma lista de itens incluidos no banco de dados de compras de alimentos
e bebidas da Pesquisa de Orgamentos Familiares (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA; COORDENACAO DE TRABALHO E RENDIMENTO, 2011).
Os alimentos que nao constavam no banco de dados foram acrescentados pelos
entrevistadores. A quantidade consumida de cada alimento foi convertida em medidas
de massa (em gramas) e/ou volume (mililitros) (VINET; ZHEDANOQV, 2011) para
relacionar os dados de consumo alimentar com uma tabela de composigéo nutricional
(VINET; ZHEDANQV, 2011) no software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS Inc. versao 26.0) e, a seguir, estimou-se a ingestao de energia e nutrientes.
Em seguida, a média dos trés recordatorios alimentares de 24 horas foi considerada

para avaliagcdo do consumo.

O questionario The Three Factor Eating Questionnaire na versao reduzida de 21 itens
(TFEQ-R21) (NATACCI; JUNIOR, 2011) foi aplicado, no inicio e ao final da
intervencao, para identificar e caracterizar os comportamentos de restricdo cognitiva,
que avalia o controle sobre a ingestao alimentar para influenciar o peso corporal € a
forma corporal; descontrole alimentar, que mede a tendéncia de perder o controle
sobre a alimentacdo ao sentir fome ou ao ser exposto a estimulos externos; e
alimentagdo emocional, que avalia a propensao a comer em excesso em relagao a
estados de humor negativos, por exemplo, quando se sente solitario, ansioso ou
deprimido (THOLIN et al., 2005). Os escores desses dominios foram calculados, e
variaram entre 1 e 4, com escores mais altos sendo indicativos de maior restricdo

cognitiva, descontrole alimentar e alimentagédo emocional (CAPPELLERI et al., 2009).
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5.9 Medidas antropométricas, de composig¢ao corporal e pressao arterial

O peso e a composicdo corporal das participantes foram aferidos por meio de
bioimpedancia elétrica tetrapolar (InBody, modelo 230, BiospaceCo., Ltd), com
capacidade maxima de 250 kg, com as participantes trajando roupas leves e sem
sapatos, e em jejum. A estatura foi aferida utilizando estadidbmetro de parede (Seca,
modelo 206, Hamburg, Germany), com extensdo maxima de 2 metros, precisdo de
um milimetro. O IMC foi calculado por meio do peso dividido pela altura ao quadrado
(kg/m?), e classificado de acordo com os pontos de corte da Organizagdo Mundial da
Saude (WHO, 2017). O perimetro da cintura foi aferido com o individuo em pé, usando
uma fita métrica flexivel e inelastica durante a expiragdo normal, sobre a cicatriz
umbilical. Medidas do perimetro da cintura = 80 cm serdo adotadas para a
classificagdo da obesidade abdominal (CORLATTI; FATTORINI; NELLI, 2015). O
perimetro do quadril foi aferido na maior proeminéncia do mesmo, com a participante
de pé. Em seguida, foi calculada a razao cintura-quadril (RCQ), pela divisdo do
perimetro da cintura dividido pelo perimetro do quadril. A circunferéncia do pescoco

foi medida no nivel da cartilagem tireoide.

A pressao arterial sistélica e diastdlica foi aferida por meio de monitor de brago
automatico (Omron Healthcare, Inc., modelo HEM 7200, EUA), com precisdo de 03
mmHg, seguindo protocolo proposto pelo fabricante. A medida foi realizada no brago
esquerdo e direito, e a média desses valores foi calculada para determinar o valor da

pressao arterial.

Todas medidas antropométricas, de composicao corporal e pressao arterial foram

realizadas antes e ao final do periodo de intervengao nutricional.
5.10 Dia de teste pos-prandial

Todos os procedimentos descritos a seguir foram realizados antes e ao final do

periodo de intervencgao nutricional.
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5.10.1 Avaliagao do consumo alimentar

As participantes receberam um jantar padronizado (576 kcal; 53% de carboidratos,
25% de lipidios e 22% de proteinas), que consistia em um sanduiche de frango com
200 mL de suco de uva (APENDICE F: Composic&o nutricional do jantar padrdo), para
ser consumido na noite anterior ao teste em laboratorio as 7h, apds um jejum noturno
(10-12h). No laboratério, as participantes foram orientadas a consumir em até 10
minutos, 400 mL de uma bebida sem castanhas (controle); ou uma bebida a base de
castanhas brasileiras (contendo, 15g castanhas-do-brasil e 30g de castanhas de caju),
de acordo com a alocagao nos grupos de intervengao. As bebidas oferecidas eram
isocaldricas (437 kcal) e tinham distribuicdo de macronutrientes semelhante
(APENDICE G: Composicdo nutricional das bebidas testes e controle). Durante as
sessoes de laboratorio, as participantes consumiram apenas agua (limitado a 300 mL)
e mantiveram movimento corporal minimo (sentadas). Por volta do meio-dia, foi
ofertado para as participantes um almogo contendo ~ 1 kg de macarrao a bolonhesa
e um copo de 200 mL de suco de uva (~ 1570 kcal/almogo), para consumo ad libitum.
O resto ingesta e as sobras limpas foram pesadas, e a ingestao calérica foi calculada.
As participantes foram liberadas, e orientadas a preencher um diario de ingestéao
alimentar de 24 horas com quaisquer alimentos e bebidas que consumiram apods
deixar o local do estudo (condicdo de vida livre) (Figura 2B), e a preencher um
questionario de sintomas gastrointestinais para identificarmos qualquer desconforto
ou alteragdo que pudesse estar relacionado ao consumo das bebidas (ANEXO B:

Questionario de Sintomas Gastrointestinais).

5.10.2 Avaliagao das sensagoes subjetivas de apetite

As sensacbes de fome e saciedade foram avaliadas usando escalas visuais
analégicas (EVA) de 100 mm, com sensac¢des opostas ancoradas em cada
extremidade (por exemplo, “eu ndo estou com fome” e “eu nunca estive com tanta
fome”) (ANEXO C: Escala visual analégica (EVA) para sensagbes subjetivas do
apetite) (FLINT et al., 2000). As participantes foram orientadas a fazer marcagdes
verticais na linha correspondente aos seus sentimentos naquele momento. Os

questionarios foram feitos na forma de pequenos blocos, contendo uma questdo em
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cada pagina, que deveriam ser respondidos sem fazer referéncia a resposta anterior
ou discutir a resposta com outra pessoa. A cada nova aplicacéo, as perguntas eram
apresentadas em uma ordem diferente (aleatodria). Esses questionarios foram
aplicados nas avaliagdes em laboratério, em jejum (0 min), imediatamente apos (~ 10
min) e 60, 120, 180 e 240 minutos apds o consumo da bebida sem castanhas
(controle) ou com castanhas brasileiras (grupo CB), € novamente apds consumir o
almocgo ad libitum (~ 280 min). Os escores de apetite foram determinadas medindo a
distancia (em cm) do lado esquerdo até a marca da linha. Além disso, para integrar as
sensacgdes de apetite em um indice, calculamos o Escore do Apetite (EA) (CHAPUT
et al., 2010), onde menores valores de EA estavam associados a uma maior

supressao do apetite.

5.10.3 Avaliacao da palatabilidade

A palatabilidade das bebidas foram avaliadas considerando o apelo visual, o cheiro, 0
gosto, o gosto residual e a palatabilidade geral empregando a mesma escala de 100
milimetros ancoradas pela resposta mais negativa (a esquerda) e a mais positiva (a
direita) (ANEXO D: Escala visual analogica (EVA) para palatabilidade, empregando a
escala visual analdgica de Flint et al. (2000)). As participantes foram orientadas a fazer
marcacgoes verticais na linha na regido que melhor representasse suas sensagoes

imediatamente apds o consumo da bebida (teste ou controle).

5.10.4 Coleta e separagao das amostras biolégicas

Em jejum e apds 60, 120 e 240 minutos pds-prandiais foram realizadas coletas de
sangue a vacuo, por um técnico de enfermagem capacitado. A técnica de coleta a
vacuo foi adotada por entender que ha evidéncias de que a colocagao de canula
vasculares, além de ser um procedimento mais invasivo, pode afetar as
concentragdes de citocinas inflamatérias (como a IL-6), refletindo em concentragdes
de marcadores inflamatérios locais e nédo sistémicos (SEILER; MULLER; HIEMKE,
1994).
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Apds a coleta, em tubos apropriados, ocorreu a centrifugagdo e separacado de
amostras biolégicas, que ficaram armazenadas em ultra freezer a -80°C até o

momento da analise.

5.10.5 Marcadores metabdlicos

As concentragdes séricas de LDL, HDL, colesterol total, triglicerideos e plasmaticas
de glicose foram analisadas em autoanalisador (BS-200 Mindray® Chemistry
Analyzer, Nanshan, China) seguindo a metodologia dos kits comerciais Bioclin®
(Quibasa - Quimica Basica Ltda). O VLDL (lipoproteina de muito de baixa densidade)
foi determinado pela equacéao de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON,
1972).

A concentracdo sérica de insulina foi realizada utilizando imunoensaio de
eletroquimioluminescencia (Beckman Coulter, Inc. EUA). Para determinar o grau de
resisténcia insulinica foram calculados os indices HOMA-IR (do inglés, Homeostasis
Model Assessment) (MATTHEWS et al., 1985) e o TyG (do espanhol indice
triglicéridos y glucosa), recentemente sugerido por Guerrero-Romero et al.
(GUERRERO-ROMERO et al., 2010), conforme indicados a seguir:

HOMA-IR = [(insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)/22,5]
TyG: Ln [(triglicerideos de jejum (mg/dL)) x (glicemia de jejum (mg/dL))/2]

5.10.6 Marcadores hormonais do apetite

Os horménios do apetite (grelina ativa, GIP, GLP-1 ativo e leptina) foram determinadas
usando um ensaio multiplex baseado em xXMAP personalizado (Milliplex Map Human
Metabolic Hormone Magnetic Bead Panel - Metabolism Multiplex Assay, cat. no.
HMHEMAG-34K, Millipore), de acordo com informacdes do fabricante. O ensaio foi
realizado no instrumento MAGPIX® (Luminex Corporation, Texas, EUA), e os
resultados analisados no programa Milliplex Analyst (MilliporeSigma) e

aprepresentados em pg/mL.
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5.10.7 Marcadores inflamatdrios

As interleucinas plasmaticas (IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF,
IFN-y) foram determinadas por meio de citometria de fluxo no Nucleo de Microscopia
e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa no citdmetro BD FACSVerse™ (BD
Biosciences, EUA), utilizando kits comerciais especificos para cada marcador (BD
Biosciences, EUA), conforme instru¢des do fabricante. Os dados foram analisados no
software FCAP Array Software v3.0 (BD Biosciences, EUA).

Os marcadores adiponectina, resistina e PAI-1 total foram determinadas usando um
ensaio multiplex baseado em xMAP personalizado (Human Adipokine Magnetic Bead
Panel 1, cat. no. HADK1MAG-61K, Millipore), de acordo com informagdes do
fabricante. O ensaio foi realizado no instrumento MAGPIX® (Luminex Corporation,
Texas, EUA), e os resultados analisados no programa Milliplex Analyst

(MilliporeSigma) e aprepresentados em pg/mL.

A concentracao sérica de proteina C reativa ultrassensivel (PC-R us) foi determinada
por meio do analisador Olympus AU5200 (Olympus Diagnostic Systems, Toquio,
Japao), por turbidimetria. A concentracdo de cortisol sérico foi realizada por

imunoensaio de eletroquimioluminescéncia (Beckman Coulter DXI, Inc. EUA).
5.11 Retorno as participantes

Ao final da intervencdo, cada participante recebeu um relatério individual com os
resultados das mudancgas nas medidas antropométricas e de composigao corporal,
bem como da presséo arterial. Além disso, elas foram orientadas a respeito da
importancia da manutencdo de uma alimentagdo saudavel e sobre o consumo
adequado de boas fontes lipidicas. Para as participantes excluidas durante o periodo
de run-in ou durante o periodo de intervencao, também foi oferecido retorno nutricional
com orientagao sobre alimentagdo saudavel e entrega de um relatorio contendo das

informagdes coletadas até o momento de desligamento do estudo.
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5.12. Tratamento e analise dos dados

A imputacdo de dados multiniveis foi utilizada para dados ausentes ou néo
quantificados, para analises de medidas repetidas de EVA, hormbnios do apetite,
glicemia, insulina e marcadores inflamatérios usando o pacote mice no programa R
(BUUREN; GROOTHUIS-OUDSHOORN, 2011, 2021). A area abaixo da curva (AUC,
do inglés, area under the curve) para os escores de EVA, EA, horménios do apetite,
glicemia e insulina foram calculadas pelo método trapezoidal no software GraphPad
Prism versdo 8.4.3 (GraphPad Software, La Jolla California USA). Os testes de
Shapiro-Wilk e de Levene foram utilizados para avaliar a normalidade da distribuicao
e a homocedasticidade das variancias, respectivamente. O teste t pareado ou o teste
de Wilcoxon foram usados para avaliar o efeito do tempo entre os tratamentos, entre
cada grupo, conforme normalidade. As diferengas entre os grupos foram analisadas
com os testes t de Student ou Mann-Whitney, conforme normalidade. E os testes de
analise de variancia de trés fatores para medidas repetidas foram realizados com as
variaveis dependentes EVA, horménios do apetite, glicemia, insulina e marcadores da
inflamacgéo, no qual o grupo (controle vs grupo CB) foi analisado como fator entre
sujeitos, e os periodos pré- e pos-intervengao (medidas antes vs. apds 8 semanas) e
os tempos (medidas pos-prandiais: T1, T2, ... , Tn), fatores intra-sujeitos. Essas
analises foram aplicadas para avaliar o efeito do grupo, do periodo pré- e pos-
intervencao e tempo na modulagao das variaveis, durante o teste pds-prandial. Todas
as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS Inc. versao 26.0). O nivel a de 5% foi considerado

significante.
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6. RESULTADOS

Os resultados do presente estudo s&o apresentados aqui na forma de trés artigos
cientificos, apresentados a seguir. Outras produgbes académicas realizadas durante
o doutorado (artigos cientificos ja publicados e capitulos de livros escritos),
relacionadas ou nao ao presente estudo, também estao descritas separadamente (ver
APENDICE H: Artigos cientificos publicados e desenvolvidos no doutorado e
APENDICE I: Capitulos de livro publicados e desenvolvidos no doutorado), por terem

constituido uma etapa importante do doutoramento.
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ABSTRACT

We aim to evaluate the acute and long-term effects of Brazilian nuts (BN) included
in an energy-restricted intervention on food intake, appetite, and peptide hormones.
Twenty-eight women at cardiometabolic risk participated in an 8-week open-label
controlled randomized clinical trial, to receive an energy-restricted diet containing BN
(15g of Brazil nuts + 30g of cashew nuts) or an energy-restricted nut-free diet (control).
We assessed fasting body weight and body composition. Postprandial subjective
appetite ratings were measured by the visual analogue scale (VAS) prior to and after
consumption (0, 10, 60, 120, 180, and 240 min) of a 437-kcal nut-enriched (BN group)
or nut-free (control) breakfast meal. Thereafter, ad libitum lunch was served, and
another VAS was completed at 280 min. Plasma concentrations of ghrelin, GIP, GLP-
1, and leptin were measured at fasting and at 60, 120, and 240 min after the breakfast
meal test. Lastly, subsequent reported 24h energy intake was assessed in a free-living
setting. After 8-weeks, BN group showed greater weight loss (mean difference, 2.21
kg, 95% ClI, 0.24-4.17 kg; p = 0.03) and lower body fat (mean difference, 2.31 kg,
95% CI, 0.22-4.39 kg; p = 0.03) in comparison to the control, in those calorie-
restriction protocol compliance participants (82%). Also, ghrelin (AAUC) decreased
in BN group in comparison to the control (mean difference, 1978 pg/mL*min, 95%
Cl, 27-3929 pg/mL*min; p = 0.047). Thus, BN consumption, as part of a healthy
dietary pattern, have beneficial effects on weight and body fat loss, and the potential

to increase satiety.

Keywords: dietary restriction; Anacardium occidentale; appetite regulation;

Bertholletia excelsa; obesity; weight reduction programs.
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1. Introduction

Overweight and obesity are defined as abnormal or excessive fat accumulation
that presents a risk to health. Recent estimates report that around 39% of adults
were overweight and 13% of adults have obesity worldwide (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011, 2020). Obesity is associated with an increased risk of
developing several chronic diseases and conditions, including type 2 diabetes,
cardiovascular diseases, cancer, and others (ARNOLD et al, 2015;
BHUPATHIRAJU; HU, 2016; ISLAMI et al., 2019; KHAN et al., 2018; KIM; LEE; LIM,
2017). Globally, overweight and obesity are associated with the 6™ leading causes
of death, with over 5 million deaths as a result of being overweight or obese in 2019
(GBD 2019 DISEASES AND INJURIES COLLABORATORS*, 2020; GBD 2019
RISK FACTORS COLLABORATORS, 2020). Aside from health dangers, the
average medical costs of people who have obesity were $1,901 more than those of
normal weight, accounting for $149.4 billion in the United States (KIM; BASU, 2016).
More recently, the coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic presents an
unprecedented public health crisis, and in this context, obesity has emerged as a
strong and independent risk factor for more severe COVID-19 and death (DU et al.,
2021; STEFAN; BIRKENFELD; SCHULZE, 2021). Therefore, obesity is a common,
serious, and costly disease.

Although obesity has traditionally been considered as a disease of energy
imbalance, it is a chronic multifactorial disease resulting from complex relationships
between biological, genetic, social, environmental, and behavioral determinants
(ARGYRAKI et al., 2018). Energy-restricted diets are the actual dietary treatment for
people with obesity. According to expert guidelines, a calorie-restricted diet of 500
kcal/day is an adequate approach to meaningful weight loss (JENSEN et al., 2014).
Despite that, effective dietary strategies to support a healthy and sustainable energy
deficit remain an unmet goal in most clinical practices (MAKRIS; FOSTER, 2011;
PLOURDE; PRUD’'HOMME, 2012).

In this sense, nuts are high-caloric dense foods, which are good sources of fatty
acids (mainly unsaturated), fiber, plant protein, and minerals, and contain bioactive
compounds, such as polyphenols and phytosterols (ROS, 2010). Besides, despite
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their high fat content, the existing evidence suggests that nut consumption
incorporated as part of a healthy dietary pattern could be an effective strategy for
making attainable dietary modifications for the primary prevention of obesity and help
in weight loss (ESLAMI; SHIDFAR; DEHNAD, 2019; LI et al., 2018; LIU et al., 2019).
However, due to limited studies investigating this issue, there are still needed more
to determine the health benefits of specific nuts. Brazil nuts (Bertholletia excelsa) is
a species native to the Amazon, recognized for their antioxidant properties, due to
their selenium content, associated with the main benefits of their consumption for
human health (CARDOSO et al., 2017; MARTENS et al., 2015; THOMSON et al.,
2008; YANG, 2009). Cashew nut (Anacardium occidentale) also originates from
Brazil, occurring naturally on Caatinga, Cerrados and Amazonian biomes, and the
health benefits associated with its consumption include improvement in lipid profile
and blood pressure (DE BRITO; DE OLIVEIRA SILVA; RODRIGUES, 2018; MAH et
al., 2017; MOHAN et al., 2018). However, clinical data have been limited, and as far
as we known, no study has been conducted on regular consumption of these nuts in
a program for weight reduction.

This study aimed to assess the acute and long-term effects of Brazil and cashew
nuts, included in an energy-restricted intervention on food intake, appetite, and
hormones in women at cardiometabolic risk. We hypothesized that Brazilian nuts
consumption would be associated with greater weight loss, due to the promotion of
prolonged satiety response and consequently in reducing caloric intake, in

comparison to the control group.
2. Methodology

2.1. Study Design

The Brazilian Nuts Study is an 8-week open-label controlled randomized clinical
trial with two parallel groups, with women at cardiometabolic risk design to evaluate
the effect of an energy-restricted diet containing Brazilian nuts (BN group), compared
to an energy-restricted nut-free diet (control group) on body weight, body
composition, appetite, food intake, and others cardiometabolic risk markers. The

study visits occurred at the Laboratory of Energy Metabolism and Body Composition
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(LAMECC) of the Department of Nutrition and Health at Universidade Federal de
Vigosa-MG, Brazil. Participants were recruited between June 2019 and March 2020.

2.2. Participants

We recruited women with overweight (BMI = 27kg/m?), high waist circumference (= 80
cm), and high body fat percentage (= 32%) associated with at last one other component of
metabolic syndrome: triglycerides = 150 mg/dL, high blood pressure arterial (= 130/85 mmHg)
or high fasting glucose (= 100 mg/dL); or women with obesity (BMI = 30 kg/m?), regardless of
the presence of metabolic complications. The exclusion criteria included pregnancy, nursing
mothers, or women in menopause; athletes; vegans; smokers; with a history of HIV, illness
or digestive, liver, kidney, cardiovascular, thyroid, cancer, inflammatory diseases, and eating
disorders; drug/alcohol abuse; aversion or allergy to nuts; infectious episode in the last month;
use of anti-inflammatory drugs, corticosteroids, antibiotics and others that may affect energy
appetite and metabolism; weight instability (5% of usual weight) in the last 3 months; usual
consumption of nuts = 30 g/day; alcohol consumption = 21 units (168 g) per week; dental
problems that interfere with chewing; consumption of vitamin, mineral, and omega 3
supplements. All participants provided informed written consent. The study was conducted in
accordance with the Declaration of Helsinki (WORLD MEDICAL ASSOCIATION et al., 2013)
and was approved by the local ethics committee (Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos of Universidade Federal de Vigosa; CAAE: 92004818.0.0000.5153).
The clinical trial was registered at the Brazilian Registry of Clinical Trials — ReBEC (Trial

Registry: https://ensaiosclinicos.gov.br/; Identifier: RBR-3ntxrm).

2.3. Run-in

During the first week of treatment, previously to randomization, all participants
were instructed to maintain their usual activities and eating habits, but with
restrictions to consume nuts, oleaginous seeds, dried fruit, cocoa, cinnamon, olive
oil, and alcoholic beverages. At the end of the run-in period, the women with body
weight variation higher than + 1 kg or that reported the consumption of not permitted
foods or beverages, were considered "poor responders" and were excluded from the

study.

2.4. Randomization
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After the run-in period, randomization was performed using the minimization
method (ABRAMSON, 2011) stratified based on age, BMI, and body fat percentage,
with three levels per factor, to ensure a balanced distribution of potential factors that
could interfere in the outcome variables. Random allocation sequences were
generated using the WinPepi software, version 11.65 (Copyright J.H. Abransom, Aug
23, 2016) by researches.

2.5. Energy-restricted meal plans

Total energy requirements were estimated according to total energy expenditure for
women with overweight/obesity (TRUMBO et al., 2002). Then, a 500-kcal deficit/day was
applied. Thereafter, the Brazilian nut (BN) group received an energy-restricted meal plan (-
500 kcal/day), containing 15 g of Brazil nuts and 30 g of cashew nuts; and the control group
an energy-restricted nut-free meal plan (- 500 kcal/day). The energy-restricted meal plans
were prescribed according to the Acceptable Macronutrient Distribution Range (AMDR)
(TRUMBO et al., 2002), under the supervision of a dietitian. To accomplish these goals, the
participants received written material that included recipes and attended follow-up
appointments every two weeks during the study. At follow-up appointments, participants of
the BN group were provided with individual vacuum-sealed aluminum laminated packages
containing 45 g of Brazilian nuts (15 g of Brazil nuts + 30 g of cashew nuts) to consume daily
throughout the study. The BN group participants were further instructed to consume the nuts
in their unsalted, raw form, and not to consume any nuts other than the allotted quantity
provided. As an attempt to avoid any sharing of the BN supplement with family members, an
additional (30%) was supplied to each participant during visits. Furthermore, participants of
the control group received salad dressing based on soy oil and lemon (2:1 ratio, respectively)
to consume two spoons twice a day (lunch and dinner) during the study, taught to substitute
the high-MUFA calories from nuts of BN group, with equivalent calories mainly from PUFA
in their meals. Control participants were also advised not to consume any type of salad
dressing or nuts. The daily consumption of nuts or salad dressing, in the portions indicated
for each group, did not provide additional calories because they were included within the -
500 kcal/day energy-restricted diets. Compliance with the protocol was checked during visits,
with the return of packaging (BN and salad dressing) and consumption record. Additionally,

all participants were instructed to keep their usual physical activity constant.
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2.6. Dietary assessments

Dietary information was collected during follow-up appointments (after 15, 30, and 45
days of the intervention period) through three 24-hour dietary recalls for monitoring diet
compliance. The food record was entered in the REC24h-ERICA software (BARUFALDI et
al., 2016), which has a database composed of a list of items included in the food and
beverage purchase database from the Pesquisa de Orgamentos Familiares (POF — Brazilian
Household Budget Survey) (IBGE. INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA; COORDENAGCAO DE TRABALHO E RENDIMENTO, 2011). The food items
that were not contained in the database were added by the interviewers. The quantity
consumed of the food was converted into measures of mass (in grams) and/or volume
(milliliters) (VINET; ZHEDANOV, 2011a) to relate food consumption data to a nutritional
composition table (VINET; ZHEDANQV, 2011b) into the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS Inc. version 26.0), and then, we estimated the intake of energy and
nutrients. The mean dietary intake (energy, macronutrient, and fiber) was calculated from

the analysis of 24-hour dietary recalls.

2.7. Eating behavior

Eating behavior traits also were evaluated at baseline and the end of the intervention.
The Brazilian version of the Three-Factor Eating Questionnaire version R21 (TFEQ-R21)
(NATACCI; FERREIRA JUNIOR, 2011), which provides scores for cognitive restraint (CR, 6
items) to assesses control over food intake to influence body weight and body shape;
uncontrolled eating (UE, 9 items) to measure the tendency to lose control over eating when
feeling hungry or when exposed to external stimuli; and emotional eating (EE, 6 items) that
assesses the propensity to overeat in relation to negative mood states, e.g., when feeling
lonely, anxious, or depressed (6 items) (THOLIN et al., 2005). Domain scores were
calculated, and ranged between 1 and 4, with higher scores being indicative of greater CR,
UE, and EE (CAPPELLERI et al., 2009).

2.8. Anthropometric measurements and body composition
Fasting body weight and body composition were assessed, in light clothing without
shoes, using a bioelectrical impedance analysis device (Inbody 230, Biospace Corp., Seoul,

Korea), at baseline and after the end of the intervention. Height was measured on a
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stadiometer (Seca, model 206, Hamburg, Germany) at baseline. BMI was calculated by
weight (kg)/height (m?). Waist circumference (WC) was measured to the nearest 0.1 cm at
the end of normal expiration at the umbilical waist (horizontal at the umbilicus) using a non-

stretchable tape measure with participants in standing position.

2.9. Cardiometabolic markers and blood pressure

Fasting serum triglycerides and plasma glucose concentrations were analyzed in an
autoanalyzer (BS-200 Mindray® Chemistry Analyzer, Nanshan, China) following the
methodology of the Bioclin® commercial kits (Quibasa - Quimica Béasica Ltda).

Systolic and diastolic blood pressure was measured using an automatic arm monitor
(Omron Healthcare, Inc., model HEM 7200, USA), with an accuracy of 03 mmHg, following
the protocol proposed by the manufacturer. The measurement was performed on the left and
right arms, and the mean of these values was calculated to determine the blood pressure

value.
2.10. Postprandial assessments

2.10.1.Meal test and post-test meal

Participants received a standard dinner (576 kcal; 53% from carbohydrate, 25% from
lipids, and 22% from protein), consisting of a chicken sandwich with 200 mL of grape juice,
to consume the night before they were asked to attend the laboratory at ~7 a.m. after an
overnight fast. At the laboratory, participants received a 437-kcal nut-free (control) or nut-
enriched (BN group) breakfast, consisting of a 400 mL of skimmed milk drink, to consume
within ~10 min. The drinks were isocaloric, with a similar amount of macronutrients, and
masked in color and flavor (Supplementary Table 1). During the laboratory sessions, the
participants consumed nothing but water (limited at 300 mL) and kept their physical activity
to a minimum. Four hours later, participants received an ad libitum lunch, consisting of ~1 kg
of pasta Bolognese and 200 mL of grape juice (~ 1570 kcal/lunch). The lunch and leftovers
were weighed before and after consumption, and energy intake for each meal was
calculated. The participants were released to free-living situation and instructed to complete
a 24-hour food intake diary for any food and drinks they consumed after they left the study
site (Figure 1).



69

2.10.2.Subjective appetite sensation

The sensations of hunger, satiety, fullness, prospective food consumption, and desire to
eat something fatty, salty, sweet, or savoury were assessed using 100-mm visual analogue
scales (VAS), with opposite sensations anchored at each end (e.g., ‘l have never been more
hungry’ and ‘I am not hungry at all’) (FLINT et al., 2000). Participants were instructed to make
a vertical mark across the line corresponding to their feelings. The questionnaires were made
as small booklets showing one question at a time, to answer without referring to the previous
rating or to discuss with another person. At each new application, questions were shown in
a different random order. These questionnaires were applied on the laboratory sessions, in
a fasting state (0 min), immediately after (~10 min) and 60, 120, 180, and 240 minutes after
consuming a nut-free (control) or nut-enriched (BN group) breakfast, and again after
consuming the ad libitum lunch (~280 min). The ratings were determined by measuring the
distance (in cm) from the left side of the line to the mark. Moreover, to integrate the appetite
sensations into one index, we calculate the Appetite Score (AS) (CHAPUT et al., 2010).

Lower AS is associated with greater suppression of appetite.

2.10.3.Peptide hormones

Blood collection occurred during laboratory sessions, in a fasting state (0 min),
subsequently at 60, 120, and 240 min after consuming a nut-free (control) or nut-enriched
(BN group) breakfast. Blood samples were centrifugated (1500 g, 15 min, 4°C), aliquoted,
and stored at -80°C until analysis. Plasma concentrations of peptide hormones were
determined using a customized xMAP based multiplex assay (Milliplex Map Human
Metabolic Hormone Magnetic Bead Panel - Metabolism Multiplex Assay, cat. no.
HMHEMAG-34K, Millipore), according to information from the manufacturer, for the following
selected analytes: Ghrelin active, glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP),
glucagon-like peptide 1 (GLP-1) active, and leptin. The assay was run on the MAGPIX®
instrument (Luminex Corporation, Texas, USA). Results were analyzed using the Milliplex

Analyst program (MilliporeSigma) and represented in pg/mL.

2.11. Statistical Analysis and Sample Calculation

Data are reported as means + SEMs or median (95% Cl). Multilevel Multiple Imputation

of missing data was performed for repeated analyses of VAS and peptide hormones, using
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the mice package in R (BUUREN; GROOTHUIS-OUDSHOORN, 2011, 2021). The area
under the curve (AUC) for VAS ratings, AS, and peptide hormones were computed using the
trapezoid rule in GraphPad Prism version 8.4.3 (GraphPad Software, La Jolla California
USA). The normality of the data was tested using the Shapiro-Wilk test. Differences between
groups were tested over absolute values or delta (A) values, calculated as change of values
after 8-week intervention (Postintervention — Preintervention difference), with Student’s t-test
or Mann-Whitney test. Paired t-test or Wilcoxon signed-rank test were used to assess within-
group differences. A three-way mixed analysis of variance (2 x 2 x 4), with hormones as the
dependent variable, group (control vs. BN group) as the between-subject factor, and pre-
post measurements (pre- vs. postintervention) and time (post-prandial time measurement:
T0, T1, T2, T4) as within-subject factors was applied to assess the effect of group, pre-post
measurements, and time on peptide hormone modulation, during the postprandial test.
Pairwise comparisons were performed if there were statistically significant main effects.
Similarly, VAS ratings and AS were tested with three-way mixed ANOVA (2 x 2 x 7). The
Spearman correlation coefficient was used for correlation analysis. The significance level, for
all statistical analyses was set at a = 5% and conducted using the Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS Inc. version 26.0).

We calculated the sample size required to detect a mean difference of body weight
(primary outcome) of 4 kg, between two groups with a set at 0.05 and B set at 0.15 (power
at 95%). Calculating for a 30% drop-out rate, a minimum of eleven women for each group
were required (MERA; THOMPSON; PRASAD, 1998).

3. Results

3.1. Participants

Of the 136 women assessed for eligibility, 40 were enrolled in the study and randomly
assigned to the control (n=19) or BN group (n=21). Of these, 29 participants (n= 15 in the
control and n=14 in the BN group) completed the 8-week dietary intervention. However, one
participant, from the control group, was excluded from the analysis due to incomplete
postprandial measurements on the test day at the end of the study. Therefore, 28 participants
(n=14 in the control and n=14 in the BN group) were analyzed (Supplementary Figure 1).
Table 1 shows baseline characteristics, demonstrating balanced clinical variables, including
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age, BMI, and body fat, and other eating-related behavior between the two groups.

3.2. Compliance to the dietary prescription and dietary intake effects

The dietary prescription of the BN group exhibited significantly higher MUFA content and
reduced PUFA content in comparison to the control, due to the nut's composition, and this
objective was achieved as planned. The calorie restriction protocol compliance was reached
by 82% of the participants (n= 25). Besides, the return of packages of nuts or salad dressings
(according to each group), and participants' report of consumption of these foods
demonstrated adequacy to the study protocol. In addition, both groups showed significantly

higher energy-restriction than planned, according to reports from dietary recalls (Table 2).

3.3. Eating behavior effects

At baseline, the eating-related behavior was similar between groups (Table 1). After the
8-week intervention, cognitive restraint (CR) increased and the uncontrolled eating (UE) was
reduced in both groups, but no significant difference was observed between them

(Supplementary Table 2).

3.4. Anthropometric measurements and body composition effects

After the 8-week intervention, both groups achieved significant weight loss (-2.0 kg £ 0.7
kg and -3.5 kg £ 0.6 kg for control and BN groups, respectively) and reduction of BMI (-0.8
kg/m? + 0.3 kg/m? and -1.3 kg/m? + 0.2 kg/m? for control and BN groups, respectively).
Besides, there was a significant body fat mass reduction of -3.0 kg + 0.7 kg and percentage
of -1.8% (95% CI: -3.4% to -0.1%), in the BN group, but in the control group the reduction of
body fat mass of -1.1 kg + 0.6 kg and percentage of -0.9 (95% CI: -1.4 to 0.5) were not
significant. Interestingly, when we explored the relationship between body fat loss and dietary
fat consumption, we observed a positive association between body fat loss (kg) and MUFA
intake (% daily energy intake), among the BN group participants (Pearson's rho = -0.542, p
=0.045).

Moreover, when we analyzed the data excluding participants who did not reach the
proposed energy restriction (n= 3 and n= 2, in the control and BN group, respectively), the
BN group showed a significant reduction of body weight, BMI, and fat mass, compared to
the control group (Figure 2).
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3.5. Postprandial consumption effects

There was no significant effect of the intervention on energy intake during meal test
sessions. However, the BN group showed a reduced, but not significant, in the postprandial
energy intake, assessed through ad libitum lunch (laboratory session) and subsequent food

consumption (free-living setting) (Table 3), after the 8-week intervention.

3.6. Subjective appetite effects

The response curves for hunger, satiety, fullness, and prospective food consumption as
well as for the desire to eat something fatty, salty, sweet, or savoury are presented for both
groups in the supplemental material (Supplementary Figure 2, Supplementary Figure 3,
and Supplementary Figure 4). There were no significant main effects, two-way effects
interactions, neither in three-way interaction between group, time, and pre-post measures for
sensations of hunger, satiety, prospective food consumption, desire to eat something fatty,
salty, or savoury, and appetite scores. Fullness (p= 0.03) and desire to eat something sweety
(p=0.01) ratings showed a significant two-way interaction of pre-postintervention*group, and
post hoc paired tests were conducted to compare differences in pre-postintervention, for
each group separately. Paired tests showed that after the 8-week intervention, the sensation
of fullness raises (p = 0.02), at 120 min postprandial, and the desire to eat something sweet
decreases (p = 0.02), just before postprandial consumption, in relation to the baseline values,
just in the control group. Similarly, results from AUC Fullness change after 8-week
intervention, AAUC (post-preintervention), demonstrated an increase in fullness sensations
in the control group when compared to the BN group. Besides, AUC results from the desire
to eat something sweety showed that this sensation was suppressed in the control group,
after an 8-week intervention, and the change AUC after 8-week intervention was significant
in comparison with the BN group. Furthermore, the control group presented a reduction in
the desire to eat something savory, in comparison to baseline (Supplementary Table 4).

3.7. Peptide hormone effects

Peptide hormone concentrations did not differ between groups at baseline. After 8-
week intervention period, the fasting GLP-1 concentration was reduced in the control group
(Supplementary Table 3). Ghrelin and leptin concentrations did not show a significant

main effect for group, pre-post measures and time, or for the interactions between time and
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group, pre-post and group, time and pre-post, or for the three-way interaction between

group, time, and pre-post measures (Figure 3).
4. Discussion

In this study, we showed that consumption of Brazilian nuts (15 g of Brazil nuts +
30 g of cashew nuts) incorporated into an energy-restricted diet resulted in greater
reduction of body weight, BMI, and fat mass, particularly in compliant participants.
This is an interesting result, because although nuts have been associated with health
benefits, mainly on cardiovascular risk factors (BECERRA-TOMAS et al., 2019; DE
SOUZA et al., 2020; SCHWINGSHACKL et al., 2017), due to their high energy
density, concerns have been raised regarding its contribution to weight gain in long-
term consumption (ESLAMI; SHIDFAR; DEHNAD, 2019). In fact, diets rich in energy-
dense foods have generally been associated with increased body weight and
adiposity, whereas consumption of a low energy-dense diet has potentially beneficial
effects to prevent obesity and improve weight loss and body weight maintenance
(DU et al., 2009; MENDOZA; DREWNOWSKI; CHRISTAKIS, 2007; PEREZ-
ESCAMILLA et al., 2012). However, despite the fact that nuts are high-fat and
energy-dense foods, regular nut consumption is unlikely to contribute to obesity and
may even help in weight loss when consuming an energy-restricted diet (AKHLAGHI
et al., 2020).

In metabolic syndrome (MetS) subjects maintained their habitual energy intake,
consuming cashew nuts (20% of daily energy intake) for 8 weeks did not change
body weight, BMI, and waist circumference (MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007).
Additionally, adults with type 2 diabetes on a standard diabetic diet plus cashew nuts
(30 g/day) and advised to substitute calories from cashew nuts with equivalent
calories from carbohydrates in their meals, did not change body weight, BMI, and
waist circumference, after 12 weeks of intervention (MOHAN et al., 2018). Regarding
Brazil nut consumption, 12 weeks of nutritional counseling along with the
consumption of 13 g/day did not improve body weight, BMI, and waist circumference
in hypertensive and dyslipidemic subjects (HUGUENIN et al., 2015). Moreover,

obese female adolescents, advised not to change their dietary habits, body mass,
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BMI, and waist circumference remain unchanged after 16-week supplementation of
Brazil nuts (15-25 g/day) (MARANHAO et al., 2011). Therefore, previous studies with
cashew nut or Brazil nut supplementation were not designed nor proposed to the
participants a weight loss diet, and despite nuts providing an expressive calorie in
food consumption, weight gain has not been reported. Hence, nut consumption
seems to have beneficial effects on body weight control, and the combined effect of
nuts in an energy-restriction diet appears to be a good strategy to obesity

management.

Concerning the relationship between nut consumption and adiposity,
unfortunately, changes in body fat have been given little attention in clinical trials.
One study with women with obesity consuming Brazil nuts showed no effect on body
fat after two months intervention (DUARTE et al., 2017). Nevertheless, in
dyslipidemic rats, cashew nut intake with a hyperlipidic diet induced an accumulation
of liver fat, although reduced visceral and retroperitoneal fats (DIAS et al., 2019).
The mechanisms of reduced fat accumulation in adipose tissue remain to be
elucidated, but high-MUFA content in cashew nuts could be responsible for the
favorable effect on adiposity. In fact, we found a significant correlation between
increased consumption of MUFAs in the diet and weight loss. In this sense, evidence
suggests that unsaturated fats (MUFA and PUFA) are more readily oxidized and
have a greater thermogenic effect than saturated fats (CASAS-AGUSTENCH et al.,
2009; CISNEROS et al., 2019; KRISHNAN; COOPER, 2014; TAKEUCHI et al.,
1995). Moreover, labeled isotope studies indicate that MUFA = PUFA > SFA is the
preferred order for oxidation in the body, however, well-controlled diets are still
needed to better confirm this effect (KRISHNAN; COOPER, 2014). The molecular
mechanism involved could be MUFA's enhanced activation of PGC-1a/PPARa
signaling to promote oxidative metabolism in a SIRT1-dependent manner (NAJT et
al., 2020). Besides, the endogenous lipid mediator derived from the
monounsaturated fatty acid (oleic acid) oleoylethanolamide has been shown to
induce lipolysis through the activation of PPARa, which is possibly related to clinical
benefits on body weight (BOWEN et al., 2017). Our findings, then, suggest an anti-

obesogenic effect of BN consumption that may, at least partly, involve the favorable
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effects of dietary MUFA on fat accumulation.

When assessing consumption during the study intervention period, the BN group
showed dietary fats consumption similar to the control group, but with higher MUFA
content (whereas control was higherin PUFA). Although both BN- and control groups
decreased energy intake during the 8-week intervention, the BN group showed a
greater reduction, compared to preintervention. However, BN consumption did not
seem to differentially impact the energy intake from ad libitum intake and subjective
ratings of appetite sensations assessed in the laboratory environment, neither
subsequently reported 24h energy intake in a free-living setting. Whereas, the control
group improved subjective feelings of appetite, with respect to increased fullness and
reduced desire to eat. A recent meta-analysis study showed that hunger was
suppressed following nut consumption (AKHLAGHI et al., 2020). In an acute study,
mixed nuts promoted satiety and reduced hunger in adults with overweight, but the
control group exhibited significantly greater responses (GODWIN et al., 2019). The

effects of food intake on sensations of appetite are complex.

In relation to peptide hormones, the BN group showed a postprandial ghrelin
reduction (AAUC) in comparison to the control group, after an 8-week intervention.
Similarly, mixed nut consumption showed a postprandial reduction in ghrelin
(ALMEIDA et al., 2020). However, a walnut-containing meal (high-PUFA) did not
alter ghrelin postprandial concentrations (ROCK et al., 2017). Interestingly, studies
have shown that meals with a high content of unsaturated fats show a greater
reduction in ghrelin concentrations, compared to high-saturated meals
(STEVENSON; CLEVENGER; COOPER, 2015), and ghrelin postprandial
concentrations reduced significantly more after high-MUFA compared with high-
PUFA meal (SUN et al., 2019). Altogether, these results suggest stronger satiety
induced following MUFA intake in comparison to PUFA. Ghrelin, a 28-amino acid
acylated peptide, is the only known circulating orexigenic gastrointestinal hormone
(AKALU et al., 2020). During fasting, ghrelin concentrations are high, and targets the
hypothalamus and brain stem nuclei to stimulate energy intake, through intensifying
hunger. Ghrelin also promotes the use of carbohydrates as a source of fuel while

sparing fat to increase body weight by stimulating differentiation of preadipocytes,
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adipogenesis, by inhibiting adipocyte apoptosis, and antagonizing lipolysis (AKALU
et al.,, 2020; VARELA et al, 2011). It exhibits these actions via complex
neurobiological pathways, including some of the physiological functions mediated
through its receptor growth hormone secretagogue receptor (GHS-R). Evidence from
experimental studies suggests that ablation of ghrelin receptor (GHS-R) increases
energy expenditure by means of upregulation of thermogenic function and reduces
adiposity (LIN et al., 2011, 2014). Thus, ghrelin, in addition to an orexigenic
mechanism, may regulate energy homeostasis through a thermogenic mechanism.
In this sense, the postprandial suppression of ghrelin found in the BN group seems
to play an important role in an energy-balanced state, shifting the energy balance
from obesogenesis to thermogenesis, and consequently decreasing the feeding and
adiposity, promoting a favorable anti-obesogenic state. Therefore, ghrelin reduction
could be responsible for the suppression of appetite and greater control of food

consumption, besides stimulating mechanisms related to adiposity reduction.

A possible mechanism for the suppression of ghrelin by food is linked to the
capability of ghrelin-producing cells to sense nutrients directly and the production of
postprandial gut hormones (AKALU et al., 2020). GLP-1 is a gut-derived incretin
hormone, which is released into the circulation after food intake, that mediates
postmeal satiety and limits energy intake (MURPHY; LE ROUX, 2017; NASLUND et
al., 1998). The GLP-1 effects possibly occur via its insulinotropic action, as insulin is
a known suppressor of plasma ghrelin (MURPHY; LE ROUX, 2017). It has been
shown that high-MUFA meal, increase glucagon-like peptide 1 (GLP-1)
concentrations when compared with CHO-rich meal (PANIAGUA et al., 2007).
Moreover, high-MUFA meals compared to high-PUFA and -SFA induced higher
concentrations of GLP-1 (BEYSEN et al., 2002; THOMSEN et al., 1999).
Controversial high-fat meals with MUFA, PUFA, and SFA did not find any differences
in GLP-1 concentrations in overweight women (STEVENSON; CLEVENGER,;
COOPER, 2015). In our study, we did not observe changes in fasting or postprandial
GLP-1 concentration in the BN group. However, the control group significantly
reduced fasting GLP-1 concentrations. In addition, the control group increased the

glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) (AUC), not significantly, but the
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postprandial increase in GIP was accompanied by a significant reduction in 240 min.
GIP is secreted from the upper small intestine, and has been shown to promote
energy storage via direct action on adipose tissue by enhancing the activity of
lipoprotein lipase and to promote insulin dependent free fatty acid (FFA) uptake in
adipocytes (KIM; NIAN; MCINTOSH, 2007). These results could explain, at least in
part, why the control group did not show a significant reduction in caloric
consumption and adiposity loss, after the 8-week intervention, as occurred in the BN
group.

Our study has several strengths and limitations that should be mentioned. First,
we evaluated the effect of nut consumption on weight loss, body composition, as well
as on appetite, and food consumption through different methods. To assess changes
in food consumption, we applied dietary recalls during follow-up appointments.
Besides, test meals were conducted during laboratory sessions to evaluate the short
and long-term effects of nut consumption on appetite (subjectively, through
postprandial VAS questionnaires; and, objectively, with ad libitum caloric intake, the
release of postprandial peptide hormones, and subsequent consumption under free-
living conditions). Moreover, we conducted a randomized controlled feeding trial
design, with a real-world energy-restricted intervention and an appropriate control
group, which was balanced with the test group in terms of age, anthropometric, body
composition, metabolic markers, and eating behaviors. Limitations, on the other
hand, regard self-reported data to evaluate nutritional changes that could be a
source of information bias. Additionally, after weight loss, particular attention should
be given to avoid weight regain and weight cycling, however, this issue was not
addressed in the present study. Moreover, the study was conducted with women at
cardiometabolic risk, therefore, it may present results that cannot be applied to other

populations.
5. Conclusion

In summary, our findings showed that acute consumption of Brazilian
(Bertholletia excelsa and Anacardium occidentale) nuts did not affect appetite or food

intake (ad libitum energy intake and subsequently consumption in free-living
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conditions). However, daily consumption of these Brazilian nuts over 8-weeks
promoted sustainable energy restriction intake, which led to weight loss and fat mass
in women at cardiometabolic risk. The increased consumption of MUFA (% kcal) and
decrease in ghrelin (AAUC) concentrations are findings of this study that explain, at
least in part, the beneficial adiposity-related effects of long-term consumption of BN

when included in a healthy and energy-restricted intervention.
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Figure 1. (A) Flow diagram of the study, with (B) laboratory sessions of postprandial
assessment at test days, performed at baseline and at the end of the study.
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Table 1. Baseline characteristics of participants.

90

Control group

BN group (n=14)

p-value

(n=14)

Variables
Gender (F/M) 14/0 14/0
Age (years) 322122 31.3+27 0.79
Body weight (kg) 89.3+£4.0 90.5+3.8 0.82
BMI (kg/m?) 334+1.0 339+1.2 0.78
Body fat (kg) 39.8+24 414+29 0.67
Body fat (%) 445+14 452 +14 0.75
WC (cm) 108.9+3.0 107.8+2.9 0.80
Fasting glucose 979+27 940+25 0.30
(mg/dL)
Fasting 0.70
triglycerides 102.8 + 8.1 1093+ 144
(mg/dL)
SBP (mmHg) 1144 +2.3 116.8 + 2.6 0.48
DBP (mmHg) 76.9 £1.5 77.0+£1.7 0.95
Three Eating
Factor
Questionnaire

Cognitive 23+0.1 24+01 0.72
restraint

Uncontrolled 2.3+0.1 24402 0.44
eating

Emotional 25+0.1 26+0.2 0.71
eating

BMI: body mass index. WC: waist circumference. SBP: systolic blood pressure. DBP:
diastolic blood pressure. P-values refer to t-tests for differences between independent

continuous variables.
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Table 2. Nutritional composition of food consumption at baseline, and during the 8-
week intervention for each treatment group.

Nutritional composition

Dietary
prescription

Postinterventi
on

p-value

(Dietary
prescription vs

Postintervention)

Control
group 1712.4 (1594.5 - | 1390.8 (1279.8
Energy 18740.6) - 1708.5) 0.02
(kcal/day) (n=14)
BN group | 15929 (1619.2 - | 1541.4 (1301.1 0.01
(n=14) 1932.6) - 1688.6)
p-value 0.84 0.95 -
Control
Carbohydra | group 202.4 (185.7 - | 170.4 (157.6 - 0.08
te 219.9) 207.2) :
(n=14)
(g/day)
BNgroup | 1930 (181.7- | 155.7 (137.5- 0.02
(n=14) 226.4) 191.9)
p-value 0.80 0.16 -
Control
Fats group 59.1 (57.1 - 62.9) 53'27(‘2?;'9 - 0.22
(giday)  |("=14)
BN group _
603 (59.5-67.0) | /2 {548 0.64
(n=14) 6)
p-value 0.09 0.23 -
Control
0,
SFA (% of group 8.9 +0.1 9.3+06 0.56
energy)
(n=14)
BN group
9.2+0.1 11.3+05 0.002

(n=14)
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p-value
Nutritional composition Dlet?r:{ Postinterventi (Dietary
prescription on prescription vs
Postintervention)
p-value 0.13 0.01 -
Control
rou
MUFA (% of group 8.1(8.0-83) |9.9(8.6-11.4) 0.04
energy) (n=14)
BN group -
11.6 (11.0 - 12.0) 15'16(114'4 0.001
(n=14) 1)
p-value <0.001 <0.001 -
Control
rou
PUFA (% of group 10.2(9.9-10.8) | 9.7 (9.2-11.1) 0.64
energy) (n=14)
BN group
8.0(7.7-83) | 7.0(6.4-8.2) 0.02
(n=14)
p-value <0.001 <0.001 -
Control
Proteins group 90.0 (81.6 - 96.0) 65'21(690)'6 i 0.002
(g/day) | ("=14)
BN group -
94.4 (89.0-106.1)| '29(690'9 0.01
(n=14) 9)
p-value 0.19 0.73 -
Control
Fiber group 28.3 (26.7 - 31.8) 20.%156).9 - 0.01
(g/day) (n=14)
BN group -
203(20.1-352) | 109 lls® 0.001
(n=14) .8)
p-value 0.09 0.31 -
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Data are expressed as means + SEM or median (95% CI). SFA: saturated fatty acids.
MUFA: monounsaturated fatty acids. PUFA: polyunsaturated fatty acids. P-values refer
to t-tests or Mann-Whitney for differences between independent continuous variables,
and paired t test or Wilcoxon signed-rank test, for differences between dependent

variables.



Table 3. Postprandial energy intake.

94

Control group (n=

Energy intake (kcal) 14) BN group (n=14) p-value
Ad libitum lunch

Preintervention 722.1 (582.9 - 801.9) | 705.9 (618.0 - 902.4) 0.77
Postintervention 780.4 (603.1 - 932.9) | 699.2 (90.4 - 855.6) 0.45
p-value 0.11 0.78 -
Total daily intake

Preintervention (n=7)* 1093.5 £ 116.6 1366.1 £ 1167.7 0.23
g)‘is“”te“’e”t'on (=) 1092.0 + 245.4 1193.9 + 122.3 0.70
p-value 0.99 0.45 -

Data are expressed as means + SEM or median (95% CI). P-values refer to t-tests or
Mann-Whitney for differences between independent continuous variables, and paired
t test or Wilcoxon signed-rank test, for differences between dependent variables. *Data
for participants that provide the daily intake record.
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Supplementary Figure 1. CONSORT flow diagram of the process through the phases

of intervention.
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Data are expressed as means + SEM. Higher scores indicate higher appetite feelings
for hunger and prospective food consumption questions, while higher scores indicate
greater suppression of appetite for satiety and fullness questions.
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Supplementary Figure 3. Postprandial desire for specific food type in the control (n=
14) and BN groups (n= 14) on test days, at baseline (preintervention), and at the end

of the study (postintervention).
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Data are expressed as means + SEM. Higher scores indicate lower desire for specific
food type consumption.
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Supplementary Figure 4. Postprandial Appetite Scores in control (n= 14) and BN
groups (n= 14) on test days, (a) at baseline (preintervention), and (b) at the end of the

study (postintervention).

Data are expressed as means + SEM. Lower AS is associated with greater

suppression of appetite.



Supplementary Table 1. Nutritional composition of control and test drinks of postprandial test.

Quantity

Energy

PTN

LIP

Fiber

ori . SFA MUFA PUFA CHO Available
rink Ingredients @) @) @) CHO (g)
(9) (kcal) (9) (9) 9 9 9 (9) (9) 9
Water 300.00 - ; ; ; - ; - - -
i‘l‘l'lin powder 44 0o 14373 1388 037 024 0.08 ; 21.22 ; 21.22
Soybean oil 22.70 204.30 ] 2270 345 528  13.62 - - -
Sugar 10.00 39097  0.03 ; ; ; ; 9.96 ] 9.96
Nut-free Wh tei
drink ey protein 7 9o 2753 420 047 030 0.07 ; 1.63 ] 1.63
(control) concentrate
Corn starch 6.00 21.49 0.04 0.05 - - - 523 0.04 518
Synthetic
hazelnut 4.00 - - - - - - - - -
essence
Food coloring 4.00 ) i i i ) i ) ) )

(drops)
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Drink Ingredients CHO
(g) kca) (@ (@ @ @ @ (g (9 (@)

TOTAL 38570  437.03 18.14 2359 399 543 1362 3804 0.04 37.99
Water 300.00 - - - - - - - - -
Cashew nut 30.00 18213 555 1388 274 819 235 874 1.10 7.64

Nut- i‘ﬁ'&“ powdered 3000  107.80 1041 028 0.18  0.06 - 1591 - 15.91

enriched

drink (test) Brazil nut 15.00 103.44 218 952 229 411 315 226 1.19 1.07
Sugar 11.00 4397  0.04 - - - - 1096 - 10.96
TOTAL 386.00  437.34 18.18 2368 521 1236 550 37.87 229 35.58

PTN: protein. LIP: lipids. CHO: carbohydrate. SFA: saturated fatty acid. MUFA monounsaturated fatty acid. PUFA: polyunsaturated
fatty acid.
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Supplementary Table 2. Eating behavior characteristics, at baseline (preintervention),
and at the end of study (postintervention).

Three Eating

Factor . Group Preinterventio | p . tintervention p-

Questionnaire n value

Domains

Control group | 5 34 ¢ 4 2902 0.01
(n=14)

Cognitive restraint BN group 24401 29401 0.004
(n=14) 4 +0. 9+0. .
p-value 0.72 0.88 -

Control group | 5 34 ¢ 4 1.9+0.1 0.01
(n=14)

Uncontrolled eating BN group
(n=14) 24+0.2 22+01 0.04
p-value 0.44 0.23 -

Control group | 5 5, ¢ 4 2302 0.66
(n=14)

Emotional eating BN group
(n=14) 26+0.2 25+0.2 0.15
p-value 0.71 0.49 -

Data are expressed as means + SEM. P-values refer to t-tests or paired t test, for
differences between independent and dependent continuous variables, respectively.
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Supplementary Table 3. Fasting peptide hormone concentrations at baseline
(preintervention), and at the end of study (postintervention).

G Preinterventi | Postinterventi p-
roup
on on value
CO”:;Z'%"“" 156439 | 25470 | 0.22
Fasting Ghrelin
(pg/mL) BN group (n=14) 12.9+3.3 13.7+3.2 0.82
p-value 0.60 0.14
Control group | 431 4+305 | 1465+276 | 067
(n=14)
Fasting GIP (pa/mL) |~5yoroip (n=14) | 176.8£28.9 | 1450332 | 054
p-value 0.29 0.97
Cor‘(tr:ﬂ%o”p 18.8 + 3.8 13.4+32 | 0.04
Fasting GLP-1
(pg/mL) BN group (n=14) 16.5+£2.2 155+5.0 0.85
p-value 0.61 0.73
Control group | 55930 + 2359 | 18755 + 2781 | 0.16
(n=14)
Fasting Leptin
(pg/mL) BN group (n=14) | 18089 + 2216 | 21287 + 3453 | 0.38
p-value 0.15 0.57

Data are expressed as means + SEM. AUC: area under the curve. GIP: Glucose-
dependent insulinotropic polypeptide. GLP-1: Glucagon-like peptide-1. P-values refer
to t-tests or paired t test, for differences between independent and dependent
continuous variables, respectively.
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Supplementary Table 4. Area under the curve of postprandial subjective appetite
ratings on test days, at baseline (preintervention), and at the end of study

(postintervention).

A
Preinterven | Postinterve | p- (Post_lnterve
Group . - ntion -
tion ntion value . .
Preinterventi
on)
Control 9453 £ 982.3 £
group (n=14)|  100.3 1074 |0629) 37.1£74.9
AUC Hunger
(cm*min) B?:\S:j‘;p 817 3%841 917 3?566”-' 0.271| 100.9 + 87.8
p-value 0.69 0.99 - 0.59
Control 1424 .8 + 1505.9 +
group (n=14)|  140.7 1363 | 0461 81.1+106.8
AUC Satiety
(cm*min) Bmg:‘j“)’p 1‘3%%%* 1?%%* 0.193 | -79.3+57.7
p-value 0.33 0.81 - 0.20
Control 1188.0 + 1385.3 £
group (n=14)|  139.0 1382 |0.063| 197.3+97.3
AUC
Fullness BN group 15094 + 1439.2 +
(cm*min) (n=14) 156.3 1509 | 0280 -70.2+62.2
p-value 0.14 0.79 - 0.03
Control 1180.7 1080.2 + 0.397 -100.5
AUC group (n=14)|  149.0 129.5 ' 114.8
Prospective
food BN group 9384 + 1055.2 +
consumptio | (n=14) 140.2 1247 |0-186| 116.8+83.7
n (cm*min)
p-value 0.25 0.89 - 0.14
Control 2065.2 + 2338.0 +
to eat
something BN group 2290.0 + 2257.4 + )
fatty (n=14) 136.4 1466 |0792|-41.6+154.6
(cm*min)
p-value 0.32 0.67 - 0.14




Control

1205.1 =

1473.1

AUC Desire| group (n=14)|  180.0 1541 | 0:056|268.0£127.9
to eat
something BN group 1542.4 + 1510.5 )
salty (n=14) 201.4 1885 | 0:810]-31.9£134.3
(cm*min)
p-value 0.22 0.88 - 0.12
Control 1120.0 £ 1446.2 +
AUC Desire |group (n=14)|  202.5 1780 |0:014| 42426156
to eat
something BN group 1660.3 + 1587.7 + 0589 -104.2 £
sweety (n=14) 214.9 204.9 ' 128.3
(cm*min)
p-value 0.08 0.61 - 0.03
Control 21129+ 25029 +
AUC Desire| group (n=14)|  195.5 774 | 0047 53610646
to eat
something BN group 2173.5 21915+ )
savoury (n=14) 163.5 161.0 0.856 | -38.2£84.0
(cm*min)
p-value 0.81 0.09 - 0.08
Control 1701.8 + 1668.9 +
AUC group (n=14)|  82.6 g3 |0°97] -329:0608
Appetite
BN group 1568.8 + 1639.7 +
Sco:e _ (n=14) 90.0 93.4 0.130| 70.9+43.8
(cm*min)
p-value 0.29 0.82 - 0.18
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Data are expressed as means + SEM. AUC: area under the curve. Delta (A) values
were calculated as change after
Preintervention difference). Higher AUC for hunger and prospective food consumption
indicate higher appetite feelings, while higher AUC for satiety and fullness questions
indicate greater suppression of appetite. Higher AUC for desire for specific food type
indicate lower desire for consumption. Lower AUC for AS is associated with greater
suppression of appetite. P-values refer to t-tests or paired t test, for differences
between independent and dependent continuous variables, respectively.

8-week

intervention (Postintervention
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ABSTRACT

Objective: To investigate the short- and long-term effect of 45 g of Brazilian nuts (BN:
15 g of Brazil nuts and 30 g of cashew nuts) consumption on postprandial glycemia

and insulin responses in non-diabetic overweight subjects.

Methods: In this open-label controlled randomized clinical trial, glycemic and
insulinemic responses of overnight-fasted of overweight women without diabetes were
measured at 0, 60, 120, and 240 min after consuming a nut-free (control) or nut-
enriched (BN group, with 45 g of Brazilian nuts) breakfast drink, at baseline and after
8-wk. To evaluate the long-term effect, the BN group received an energy-restricted
meal plan (-500 kcal/day), containing 45 g of BN; and the control group an energy-
restricted nut-free meal plan (- 500 kcal/day). Fasting HOMA-IR and triglyceride-
glucose index (TyG) were also calculated. (ReBEC: RBR-3ntxrm).

Results: Twenty-nine overweight women (mean + SEM: 31.5 + 1.7 years; BMI: 33.4
0.8 kg/m?; body fat mass: 44.6 + 1.0%; fasting glucose: 95.9 +1.8 mg/dL) participated
in the Brazilian Nut Study. The nut-enriched drink containing 45 g of BN did not change
postprandial glucose or insulin response in non-diabetic overweight subjects at
baseline and after 8-wk dietary intervention. Fasting glucose, insulin, HOMA-IR, or TyG
did not change after 8-wk energy-restricted diet with BN supplementation in this

sample.

Conclusions: We developed palatable nut-enriched drinks containing 45 g of Brazilian
nuts. Overall, in association with an energy-restricted diet, the short- and long-term
consumption of 45 g of Brazilian nuts, did not change fasting or postprandial responses
related to glycemic control in non-diabetic overweight women. However, more studies

are needed to evaluate BN consumption in diabetic or impaired glucose subjects.

Keywords: Anacardium occidentale; Bertholletia excelsa; blood glucose; insulin;
obesity.
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1. Introduction

Postprandial hyperglycemia (and related hyperinsulinemia) has been implicated in the
etiology of chronic metabolic diseases such as type 2 diabetes mellitus (T2DM) and
cardiovascular disease (CVD), suggesting that early intervention to normalize
postprandial glucose concentrations could be a strategy for reducing the
cardiometabolic risk (BAO et al., 2011; BLAAK et al., 2012). The postprandial state
comprises most of the time we spend a day (AUGUSTIN et al., 2015). Thus, optimal
postprandial blood glucose management is essential in people with and without T2DM
(AUGUSTIN et al., 2015), since high glucose concentrations promote oxidative stress,
inflammation and lead to chronic diabetic complications (DOMINGUET!I et al., 2016),
as it induces a state of glucotoxicity, with progressive reduction of beta-cell secretion,
or the progressive loss of the glycostatic function of the pancreas, leading to a vicious
cycle with progressive worsening of the hyperglycemic state (GELONEZE;
LAMOUNIER; COELHO, 2006).

In turn, obesity is characterized by abnormal or excessive fat accumulation that
produces and secrete various metabolic, hormonal, and inflammatory products that
can progressively cause and/or exacerbate other comorbidities, such as dyslipidemia,
hypertension, hyperinsulinemia, and T2DM (KYROU et al., 2000). In fact, obesity is
one of the strongest predictors of T2DM, believed to be responsible for at least seven
times higher risk of T2DM (ABDULLAH et al., 2010; BELLOU et al., 2018). The exact
mechanism is not fully understood, but it is suggested that excess visceral adiposity
responsible for the chronic low-grade inflammation involved in the pathogenesis of
obesity, may disrupt the function of insulin-responsive cells and their ability to respond
to insulin, and therefore result in reduced insulin sensitivity (ESSER et al., 2014;
MCARDLE et al., 2013; NEELAND et al., 2012). Therefore, from an epidemiological
model, obesity is a chronic progressive relapsing disease where food is the principal
environmental agent (Bray et al, 2017). Besides, reduction of body weight and healthy
diet patterns could reduce T2DM risk (BELLOU et al., 2018; GRAMS; GARVEY, 2015).
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In this sense, nuts are high-calorie and dense foods, good sources of fatty acids
(mainly unsaturated), fiber, vegetable proteins, and minerals, and contain bioactive
compounds, such as polyphenols, tocopherols, phytosterols, and phenolics (ROS,
2010). Their consumption has been associated with positive effects on cardiovascular
outcomes, hypertension, and lower mortality risk (BECERRA-TOMAS et al., 2019; DE
SOUZA et al., 2020; SCHWINGSHACKL et al., 2017). Moreover, epidemiological
studies indicate that nut consumption could be an important strategy for the prevention
of T2DM. However, these findings in the systematic review and meta-analysis studies
are controversial (AFSHIN et al., 2014; AUNE et al., 2016; LUO et al., 2014; ZHOU et

al., 2014), indicating clinical studies are still needed.

Among Brazilian native species of nuts, Brazil nuts (Bertholletia excelsa) have
recognized antioxidant properties, due to their selenium content, and effect on human
health (CARDOSO et al.,, 2017; MARTENS et al., 2015; THOMSON et al., 2008;
YANG, 2009), while cashew nuts (Anacardium occidentale) can improve lipid profile
and blood pressure (DE BRITO; DE OLIVEIRA SILVA; RODRIGUES, 2018; MAH et
al.,, 2017; MOHAN et al., 2018a). However, these Brazilian nuts have been poorly
studied. Therefore, we aimed to investigate cashew and Brazil nut's short- and long-
term effect on glucose homeostasis in non-diabetic overweight subjects, following an

energy-restricted diet.
2. Methodology
2.1 Participants

Twenty-nine women (mean + SEM: 31.5 + 1.7 years; BMI: 33.4 + 0.8 kg/m?; body fat
mass: 44.6 + 1.0%; fasting glucose: 95.9 £1.8 mg/dL) participated in this open-label
controlled randomized clinical trial. The participants were not taking any medications

for glucose control nor diagnosing diabetes.

All participants provided informed written consent. The study was conducted in accordance with
the Declaration of Helsinki (WORLD MEDICAL ASSOCIATION et al., 2013) and was approved
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by the local ethics committee. The clinical trial is registered at the Brazilian Registry of Clinical
Trials — ReBEC (ID: RBR-3ntxrm).

2.2 Study protocol

Participants received a standard dinner (576 kcal; 53% from carbohydrate, 25% from
lipids, and 22% from protein), consisting of a chicken sandwich with 200 mL of grape
juice, to consume the night before they were asked to attend the laboratory at ~7 a.m.
after an overnight fast. In the laboratory, participants received a 437 kcal nut-free
(control) or nut-enriched (BN group) breakfast drink, containing 15 g of Brazil nuts and
30 g of cashew nuts. Both meals consisted of a 400 mL of skimmed milk drink, to
consume within ~10 min. The drinks were isocaloric, with a similar amount of macronutrients,
and masked in color and flavor (for more details of nutritional composition see COSTA et
al., 2021). During laboratory sessions, participants consumed nothing but water

(limited at 300 mL) and kept their physical activity minimum.

2.3 Blood collection

Blood collection occurred during laboratory sessions, in a fasting state (0 min),
subsequently at 60, 120, and 240 min after consuming a nut-free (control) or nut-
enriched (BN group) breakfast. Blood samples were centrifugated (1500 g, 15 min,
4°C), aliquoted, and stored at -80°C until analysis. Fasting serum triglycerides and
plasma glucose concentrations were analyzed in an autoanalyzer (BS-200 Mindray®
Chemistry Analyzer, Nanshan, China) following the methodology of the Bioclin®
commercial kits (Quibasa - Quimica Basica Ltda). Serum insulin concentration was
performed using electrochemiluminescence immunoassay (Beckman Coulter DXI, Inc.
USA). Insulin resistance was evaluated using the HOMA-IR index, calculated using the
following equation: HOMA-IR = fasting glucose (mg/dL) x insulin (ulU/mL)/405
(MATTHEWS et al.,, 1985). Furthermore, the TyG index was calculated using the
formula Ln [fasting triglycerides (mg/dL)xfasting glucose (mg/dL)/2] (SIMENTAL-
MENDIA; RODRIGUEZ-MORAN; GUERRERO-ROMERO, 2008).

2.4 Palatability measurements
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Participants also completed a visual analogue scale (VAS) questionnaire on the
palatability of the nut-free (control) or nut-enriched (BN group) drinks provided (FLINT
et al., 2000). This included ratings on perceived visual appeal, taste, smell, aftertaste,
and overall palatability. For each VAS question, a numerical score of between 0 and
10 cm was obtained. To integrate palatability sensations into one index, we calculate
the palatability score (PS) (JOANNA; CRAIG, 2013). A higher composite PS
represents that the meal is more palatable. We also applied a questionnaire VAS on

consumer purchase intentions; the higher values indicate an intention to purchase.
2.5 Anthropometric measurements and body composition

Fasting body weight and body composition were assessed in light clothing without
shoes, using a bioelectrical impedance analysis device (Inbody 230, Biospace Corp.,
Seoul, Korea). Height was measured on a stadiometer (Seca, model 206, Hamburg,
Germany) at baseline. We calculated BMI by weight (kg)/height (m?). Waist
circumference (WC) was measured to the nearest 0.1 cm at the end of normal
expiration at the umbilical waist (horizontal at the umbilicus) using a non-stretchable

tape measure with participants in standing position.
2.6 Long-term assessments

Some subjects participated in the second stage of the study, which was designed to
promote weight loss. The Brazilian nut (BN) group received an energy-restricted meal
plan (-500 kcal/day), containing 15 g of Brazil nuts and 30 g of cashew nuts; and the
control group received an energy-restricted nut-free meal plan (- 500 kcal/day).
Energy-restricted meal plans were prescribed according to the Acceptable
Macronutrient Distribution Range (AMDR) (TRUMBO et al., 2002), under the
supervision of a dietitian. All subjects were asked to maintain their physical activity and
lifestyle during the study. After 8 weeks, the participants performed the analysis over

again.
2.7 Statistical analysis

Data are reported as means + SEMs. Multilevel Multiple Imputation of missing data
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was performed for repeated analyses of glucose and insulin concentrations, using the
mice package in R (BUUREN; GROOTHUIS-OUDSHOORN, 2011, 2021). The area
under the curve (AUC) for glucose and insulin concentrations was calculated using
the trapezoid rule in GraphPad Prism version 8.4.3 (GraphPad Software, La Jolla
California USA). We tested data normality using the Shapiro-Wilk test and differences
between groups by Student’s t-test or Mann-Whitney test. Paired t-test or Wilcoxon
signed-rank test were used to assess within-group differences. Glucose and insulin
postprandial concentrations were tested with two-way mixed ANOVA. This analysis
investigated the effects of the time (within-subjects effect), and the interaction of time
and intervention treatment (time x group). The Greenhouse-Geisser correction was
performed if the sphericity assumption was violated. Post-hoc Bonferroni multiple
comparisons or t-test explored significant interaction effects if they were present. A
three-way mixed analysis of variance (2 x 2 x 4), with glucose or insulin concentration
as the dependent variable, group (control vs. BN group) as the between-subject
factor, and pre-post measurements (pre- vs. postintervention) and time (postprandial
time measurement: 0, 60, 120, and 240 min) as within-subject factors were applied to
assess the effect of group, pre-post measurements, and time on glucose or insulin
responses, during the postprandial response. Pairwise comparisons were performed
if there were statistically if there were significant main effects. The analyses were
performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc. version

26.0). The significance level was set for all statistical analyzes at a = 5%.

3. Results

Twenty-nine subjects completed the 8-wk energy-restricted Brazilian Nut Study
intervention. Both control (n = 15) and BN (n = 14) groups showed significant
reductions of body weight (mean + SEM in kg: -1.8 £ 0.7 and -3.5 £ 0.6), BMI (mean +
SEM in kg/m2: -0.7 £ 0.2 and -1.3 £ 0.2), and waist circumference (mean + SEM in cm:

-2.9 £ 0.7 and -5.5 + 1.2), respectively.

After the 8-wk intervention, we did not find differences in fasting glucose, insulin,
HOMA-IR, and TyG index values in the BN group (Table 1). There were no significant

main effects, two-way effects interactions, neither in three-way interaction between
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group, time, and pre-post measures for blood glucose (Figure 1 A), and insulin

concentrations only time showed a significant effect (p < 0.001) (Figure 1 C).

There was no significant difference between nut-based or control drinks (nut-free) in
the palatability ratings and PS (Figure 2). Additionally, participants showed a high
intention to purchase both drinks, showing great acceptability (mean and SEM: 7.5 +

0.4 vs 6.8 * 0.8 for the nut-enriched drink and the control, respectively; p=0.43).



Table 1. Effect of Brazilian nut consumption on body weight and markers of glucose and insulin homeostasis.

Baseline

8-weeks

Control group

BN group (n=14)

p

Control group (n= 15)

BN group (n= 14)

p

(n=15)
Age (years) 316+ 2.1 313+27 0.93 - - -
Male/Female (n) 0/15 0/14 ) 0/15 0/14 ]
Body weight (kg) 88.0 + 4.0 90.5+ 3.8 0.64 86.1 £ 4.0 87.0+37 0.87
BMI (kg/m?) 33.0 £ 1.0 33.9 412 0.60 32.3+ 1.1 325412 0.90
}'X;‘ft circumference 107.8 + 3.0 107.8 + 1.8 1.00 104.9 + 3.0 102.2 + 3.0 0.50
Fasting glucose 97.7+£2.5 94.0 £ 2.5 0.30 98.0 £ 2.2 94.4+2.4 0.27
(mg/dL)
Fasting insulin 11.41.3 14.4+29 0.85 107+ 1.1 14227 0.81
(uIU/mL)
f;;t,';lg triglycerides 1,55, 958 1093+ 144 062 1327+ 316 104.6 + 13.1 0.68
TyG index 8.6+0.1 8.4+0.1 0.44 8.6+0.1 8.4+0.1 0.39
HOMA-IR index 27403 34407 0.91 26403 34407 1.00

BN: Brazilian nuts; BMI: body mass index; TyG: triglyceride-glucose.

Data expressed as mean £ SEM. P-values for Student’s t-test or Mann-Whitney test, when appropriate.
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Figure 1. Changes in blood glucose
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Figure 2. Comparison between palatability visual analogue score (VAS) ratings for
control (black) and nut-enriched drinks (grey).

Data presented as means + SEMs. Differences between groups were tested with the Mann-
Whitney test (p > 0.05 for all).
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4. Discussion

In the present study, the consumption of 45 g of Brazilian nuts (15 g of Brazil nuts and
30 g of cashew nuts) did not affect postprandial glucose and insulin responses in non-
diabetic overweight subjects. Fasting glucose, insulin, HOMA-IR, and neither TyG

were affected after 8-week energy-restricted intervention.

A study by Kendall et al. 2011 showed that acute consumption of a mix of nuts (30, 60,
and 90 g) significantly reduced the postprandial glycemic response in both
normoglycemic and diabetic subjects. The impact was modest, but interestingly nuts
progressively reduce the glycemic response in a dose-dependent manner when
followed by a glucose load (white bread) (KENDALL et al., 2011). On the other hand,
30 g of cashew nuts supplementation during 12-weeks did not change fasting glucose,
insulin, and glycated hemoglobin (HbA1c) in T2DM subjects (MOHAN et al., 2018b).
But the consumption of cashew nuts (63 to 108 g/d) for 3-weeks increased significantly
glucose concentration in metabolic syndrome subjects, compared to the control group
(MUKUDDEM-PETERSEN et al., 2007). The consumption of 20 g of Brazil nuts in
healthy subjects did not change postprandial glucose and insulin responses
(ROSENSTOCK et al., 2020). Besides, Brazil nut regular consumption (=5 g) during 2
months did not affect fasting glucose, insulin, and HOMA-IR in metabolic syndrome or
obese subjects (REIS et al., 2019). However, supplementation with one Brazil nut a
day (=5 g) for 8 weeks decreased fasting glucose concentrations in healthy adults
(DONADIO et al., 2018).

In this sense, the effect of nut consumption on glycemic homeostasis is a controversial
issue in the literature. To verify the relationship between the effect of nuts on markers
of glycemic control, some review studies and meta-analyses were conducted. The
most recent study of randomized controlled clinical trials showed that nut consumption
did not change fasting glucose or HbA1c, but significantly decreased HOMA-IR and
fasting insulin (TINDALL et al., 2019). However, in subjects with T2DM, nuts improved
glycemic control, with effects on fasting glucose and HbA1c, while the reduction in
fasting insulin and HOMA-IR did not reach significance (VIGUILIOUK et al., 2014).
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Similarly, another meta-analysis demonstrated the beneficial effects of pistachio
consumption on glycemic control in individuals with pre-diabetes (NTZOUVANI;
ANTONOPOULOU; NOMIKOS, 2019). Study data with Brazilian nuts evaluating these
effects are scarce in these study reviews and restricted to just a few studies with
cashew. Furthermore, meta-analysis studies indicate that more well-conducted clinical
trials with longer duration, are needed to assess the impact of nuts on glycemic control

markers.

In our study, the breakfast drinks served were isocaloric and matched in macronutrient
distribution. The difference between them was highlighted by Brazilian nuts, in the BN
group, responsible for the high-monounsaturated fatty acid (MUFA) content in the nut-
enriched breakfast drink. However, in the control group, the nut-free drink had a high
amount of polyunsaturated fatty acid (PUFA). The consumption of unsaturated fats in
place of either carbohydrates or saturated fats improves glucose-insulin homeostasis.
According to Imamura et al (2016), the most consistent favorable effects were with
PUFA intake, substituting carbohydrate, saturated fat or MUFA. However, in T2DM
patients, a beneficial effect on fasting plasma glucose was observed for high-MUFA
compared with high-PUFA diets (QIAN et al., 2016). In addition to the type of fat, its
source has also been shown to be important. In fact, the relationship between fatty
acids and those markers of T2DM risk could depend on the dietary source of fatty
acids. All fatty acids from meat, when stratified by source, were adversely associated
with markers of insulin resistance and secretion (WANDERS et al., 2017). Thus, the
lack of effect found in our study could be related to the similar performance of
unsaturated fatty acids both of vegetable origin, in both the glycemic and insulin

response.

Besides nuts being high-energy, nutrient-dense foods, their regular consumption is
unlikely to contribute to obesity and may even help in weight loss when consuming an
energy-restricted diet (AKHLAGHI et al., 2020). Also, weight loss of ~ 10 % can help
in the prevention of future diabetes in patients with prediabetes or metabolic syndrome
(GRAMS; GARVEY, 2015). Therefore, the modest weight loss presented here, and

similar between groups, may have been another factor responsible for the no change
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in blood glucose and insulin resistance markers. Furthermore, both energy-restricted
interventions presented nutritional quality and were healthy, with good saturated fatty

acid content (~ 10% energy intake), which may have contributed to the result.

Our study has some strengths that are worth mentioning. We conducted a randomized
controlled feeding trial design, with a real-world energy-restricted intervention,
balanced with between BN and control group, in terms of age, anthropometric, body
composition, and metabolic markers. Also, we evaluated both short and long-term the
effect of consumption of 45 g of BN on postprandial glycemic and insulinemic
responses in overweight non-diabetic subjects. In addition, changes in fasting glucose,
insulin, HOMA-IR, or TyG were evaluated in long-term consumption. However, both
groups used test drinks with unsaturated fatty acids (MUFA and PUFA, respectively),
which may have had similar effects on the evaluated markers. A more pronounced
effect could have been observed when comparing with a saturated fatty acid, for
example. Also, the results found here may be specific to this population, and may not
translate into effects, for example, in individuals with diabetes or impaired glucose

responses.

5. Conclusions

We develop palatable nut-enriched drinks containing 45 g of BN (15 g of Brazil nuts
and 30 g of cashew nuts), whose consumption in the short term did not affect the
postprandial glucose or insulin response in overweight non-diabetic subijects.
Furthermore, the long-term effect of 45 g of BN daily consumption in association with
an energy-restricted diet for eight weeks promotes weight loss but did not affect
glucose or insulin responses. More studies are needed to evaluate the long-term effect

of BN in diabetic or impaired glucose subjects.
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ABSTRACT

Obesity is an important public health problem worldwide, while low-grade systemic
inflammation is a recognized link between excess adiposity and other cardiometabolic
disorders. Weight loss and specific dietary patterns have been associated with
improvement of inflammatory profile, but the consumption of nuts has been currently
poorly studied in this context. Thus, we conducted an open-label controlled
randomized clinical trial, the Brazilian Nuts Study, to investigate the effect on
inflammatory markers related to consumption of 45g of Brazilian nuts (BN: 15g of Brazil
nuts + 30g of cashew nuts) associated with an energy-restricted diet (-500kcal/day) in
overweight women, for 8 weeks. We assessed weight loss, and the inflammatory
markers (at fasting, and 240 min postprandial) at the beginning and at the end of the
study. As a result, the postprandial IL-6 plasma concentrations at baseline were higher
in the control group than in the BN group. After 8 weeks, postprandial IL-6 increased
postprandially in the control group, but not in the BN group. In addition, fasting cortisol
in the control group increased in relation to the BN group. We conclude that the control
group showed a postprandial increase in the proinflammatory cytokine IL-6, and
possibly, as a compensation mechanism, it stimulated the increase in the anti-
inflammatory hormone cortisol. The consumption of BN, in turn, modestly prevented
the postprandial increase of IL-6 concentrations. More studies are needed to
investigate the mechanisms involved. (Brazilian Registry of Clinical Trials — ReBEC:
RBR-3ntxrm).

Keywords: dietary restriction; Anacardium occidentale; Bertholletia excelsa;

inflammation; obesity; weight reduction programs.
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Introduction

Obesity is the accumulation of abnormal or excessive fat that has been associated with
chronic, sterile, low-grade (subclinical) inflammation or meta-inflammation,
characterized by a modest increase of pro-inflammatory markers and absence of
clinical signs of inflammation (MRAZ; HALUZIK, 2014). The origin of this inflammatory
process in obesity is uncertain, but adipocyte dysfunction and the accumulation of
macrophages in the adipose tissue contribute to changes in the production of several
bioactive substances, known as adipocytokines or adipokines, with an imbalance
between anti- and pro-inflammatory markers, and consequent increase in circulating
pro-inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF and MCP-1) (CARRARO et al., 2015;
CHOE et al., 2016; GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; JUNG; CHOI, 2014). In addition,
this chronic subclinical inflammation associated with obesity has been linked with
metabolic disturbances, including insulin resistance, lipotoxicity, and harmful effects to

other metabolic organs such as the liver, muscle and pancreas (CHOE et al., 2016).

Diet, particularly dietary pattern or food components play an important role on
inflammation and oxidative stress, either directly or indirectly (HERMSDORFF et al.,
2011a; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA;
BRESSAN; HERMSDORFF, 2017a; SAGHAFI-ASL et al., 2021). On the other hand,
weight loss associated with caloric restriction can reduce the concentrations of TNF,
IL-6, leptin, ICAM-I adhesion molecules, in addition to C-reactive protein (CRP)
(HERMSDOREFF et al., 2009a, 2009b, 2011b).

Moreover, recent PREDIMED (PREvencion with Dleta MEDiterranea) studies have
reported an anti-inflammatory effect of regular nut consumption on markers related to
atherosclerosis, such as PC-R, IL-6, TNF, MCP-1, in up to five years of intervention
(SACANELLA et al.,, 2016). However, meta-analysis studies suggest that nut
consumption has no significant effects on inflammatory biomarkers (MAZIDI et al.,
2016; NEALE et al., 2017b). Besides, the effect of Brazilian nuts consumption is
currently poorly studied, and there are not studies that evaluated their effects

associated with a calorie-restricted diet.
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Therefore, we aimed to investigate the consumption of Brazilian nuts, included in an
energy-restrict diet, on body weight loss and inflammatory markers in overweight
women at cardiometabolic risk. Furthermore, considering the postprandial state of a
complex interplay between nutrients (MEESSEN et al., 2019), we also aimed to assess
the postprandial inflammatory response related to the consumption of these nuts.
Thus, we hypothesize that the consumption of Brazilian nuts can promote effective

weight loss and improve the inflammatory response, in overweight subjects.
Methods

The Brazilian Nuts Study is an open-label controlled randomized clinical trial focused on
evaluation of the impact of daily consumption of 45 g of Brazilian nuts (15 g of Brazil

nuts + 30 g of cashew nuts: BN group) in a weight loss program, with 8-week duration.
2.1. Study participants

We recruited women with overweight (BMI = 27kg/m2), high waist circumference (= 80
cm), and high body fat percentage (= 32%) associated with at last one other component
of metabolic syndrome: triglycerides = 150 mg/dL, high blood pressure arterial (=
130/85 mmHg) or high fasting glucose (= 100 mg/dL); or women with obesity (BMI =
30 kg/m2), regardless of the presence of metabolic complications. The exclusion
criteria included pregnancy, nursing mothers, or women in menopause; athletes;
vegans; smokers; with a history of HIV, illness or digestive, liver, kidney,
cardiovascular, thyroid, cancer, inflammatory diseases, and eating disorders;
drug/alcohol abuse; aversion or allergy to nuts; infectious episode in the last month;
use of anti-inflammatory drugs, corticosteroids, antibiotics and others that may affect
energy appetite and metabolism; weight instability (5% of usual weight) in the last 3
months; usual consumption of nuts = 30 g/day; alcohol consumption = 21 units (168 g)
per week; dental problems that interfere with chewing; consumption of vitamin, mineral,
and omega 3 supplements. Between June 2019 and March 2020, the study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinki (WORLD MEDICAL
ASSOCIATION et al., 2013) and was approved by the local ethics committee. The
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clinical trial was registered at the Brazilian Registry of Clinical Trials — ReBEC
(Identifier: RBR-3ntxrm).

2.2. Randomization

Randomization occurred after a one-week run-in period, when participants were
instructed to maintain their usual activities and eating habits, but with restrictions to
consume nuts, oleaginous seeds, dried fruit, cocoa, cinnamon, olive oil, and alcoholic
beverages. The minimization method (ABRAMSON, 2011) stratified based on age,
BMI, and body fat percentage, with three levels per factor, was performed to ensure a
balanced distribution of potential factors that could interfere in the outcome variables,
using the WinPepi software, version 11.65 (Copyright J.H. Abransom, Aug 23, 2016),

by researches.
2.3 Dietary intervention and postprandial assessments

The participants were allocated to 1) Brazilian nut (BN) group, that received an energy-
restricted meal plan (-500 kcal/day), containing 15 g of Brazil nuts and 30 g of cashew
nuts; or to the 2) control group that received an energy-restricted nut-free meal plan (-
500 kcal/day). The energy-restricted meal plans were prescribed according to the
Acceptable Macronutrient Distribution Range (AMDR) (TRUMBO et al., 2002), under
the supervision of a dietitian. Furthermore, participants of the control group received
salad dressing based on soy oil and lemon (2:1 ratio, respectively) to consume two
spoons twice a day (lunch and dinner) during the study, taught to substitute the high-
monounsaturated fatty acid (MUFA) calories from nuts of BN group, with equivalent
calories mainly from polyunsaturated fatty acid (PUFA) in their meals. Control
participants were also advised not to consume any type of salad dressing or nuts. In
the portions indicated for each group, the daily consumption of nuts or salad dressing
did not provide additional calories because they were included within the -500 kcal/day

energy-restricted diets.

To access the acute postprandial effect of BN consumption, the participants attend the

laboratory at ~7 a.m. after an overnight fast. At the laboratory, participants received a
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437-kcal nut-free (control) or nut-enriched (BN group) breakfast, consisting of a 400
mL of skimmed milk drink, to consume within ~10 min. The drinks were isocaloric, with
similar content of macronutrients, and masked in color and flavor (Supplementary
Table 1). Thus, the major difference between the drinks lies in the presence of BN.
This made BN breakfast had a high content of MUFA, while the control showed a high

content of PUFA due to the vegetable oil used to balance the energetic content of fats.
2.4 Data collection
2.4.1 Anthropometric measurements and body composition

Fasting body weight and body composition were assessed in light clothing without
shoes, using a bioelectrical impedance analysis device (Inbody 230, Biospace Corp.,
Seoul, Korea). Height was measured on a stadiometer (Seca, model 206, Hamburg,
Germany) at baseline. BMI was calculated by weight (kg)/height (m?). Waist
circumference was measured to the nearest 0.1 cm at the end of normal expiration at
the umbilical waist (horizontal at the umbilicus) using a non-stretchable tape measure

with participants in a standing position.
2.4.2 Blood pressure

Systolic and diastolic blood pressure was measured on the right and left arm using
an automatic arm monitor (Omron Healthcare, Inc., model HEM 7200, USA), with an
accuracy of 03 mmHg, following the protocol proposed by the manufacturer. The

means of the two values were used to calculate the blood pressure.
2.4.3 Blood sampling and analysis

Blood collection occurred in a fasting state (TO) and 240 min (T4) after consuming a
nut-free (control) or nut-enriched (BN group) breakfast, consisting of 400 mL of
skimmed milk drink, to consume within ~10 min. The blood samples were centrifugated

(1500 g, 15 min, 4°C), aliquoted, and stored at -80°C until analysis.

Fasting serum triglycerides and plasma glucose concentrations were analyzed in an

autoanalyzer (BS-200 Mindray® Chemistry Analyzer, Nanshan, China) following the
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methodology of the Bioclin® commercial kits (Quibasa - Quimica Béasica Ltda). Plasma
concentrations of adiponectin, resistin, and PAI-1 were determined using a customized
XMAP based multiplex assay (Human Adipokine Magnetic Bead Panel 1, cat. no.
HADK1MAG-61K, Millipore), according to information from the manufacturer. The
assay was run on the MAGPIX® instrument (Luminex Corporation, Texas, USA).
Results were analyzed using the Milliplex Analyst program (MilliporeSigma) and
represented in pg/mL. The plasma concentrations of the cytokines interleukins (IL): IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, and tumor necrosis factor (TNF) were measured using
Cytometric Bead Array (CBA) (BD Biosciences, EUA) according to the manufacturer’s
instructions. Flow cytometry analysis was performed using a BD FACSVerse™ flow
cytometer (BD Biosciences, EUA). The data were analyzed using FCAP Array
Software v3.0 (BD Biosciences, EUA) and reported in pg/mL. High-sensitivity C-
reactive protein (hs-CRP) was determined with an Olympus AU5200 analyzer
(Olympus Diagnostic Systems, Tokyo, Japan) by turbidimetry. Serum cortisol
concentration was performed using electrochemiluminescence immunoassay
(Beckman Coulter DXI, Inc. USA).

2.5 Statistical analyses and Sample calculation

Data are reported as means £ SEMs or median (95% CI). Multilevel Multiple Imputation
of missing data was performed for repeated analyses of adiponectin, resistin, PAI-1,
IL-18, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, and tumor necrosis factor (TNF), using the mice
package in R (BUUREN; GROOTHUIS-OUDSHOORN, 2011, 2021). Student’s t-test
or Mann-Whitney test was performed to test differences between groups over absolute
values or delta (A) values, calculated as change of values after 8-week intervention
(Postintervention — Preintervention difference). Paired t-test or Wilcoxon signed-rank
test were used to assess within-group differences. A three-way mixed analysis of
variance (2 x 2 x 2), with inflammatory markers as the dependent variable, group
(control vs. BN group) as the between-subject factor, and postprandial time
measurement (TO vs. T4), and time (pre- vs. postintervention) as within-subject factors
was applied to assess the effect of group, postprandial response, and time (pre-post

measurements) on the inflammatory response. For all statistical analyses, the
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significance level was set at a = 5% and were conducted using the Statistical Package

for the Social Sciences (SPSS Inc. version 26.0).

We calculated the sample size required to detect a mean difference of body weight
(primary outcome) of 4 kg between two groups with a set at 0.05 and B set at 0.15
(power at 95%). Calculating a 30% drop-out rate, a minimum of eleven women for each
group were required (MERA; THOMPSON; PRASAD, 1998).

Results

From the 40 women randomized to control and BN group (1:1), eleven did not continue
with the trial due to personal reasons (n= 4), reported unintended side effects (n= 2),
and non-compliance (n= 1). Therefore, there were 15 participants in the control group,
and 14 in the BN group (Figure 1). The main characteristics of study participants are
shown in Table 1, and no significant between-group differences in baseline

characteristics, biochemical and clinical characteristics were detected (p > 0.05).
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Figure 1. CONSORT flow diagram of the process through the phases of intervention.
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Table 1. Baseline characteristics of participants.

Participants  Control group BN group

Characteristics Y
(n =28) (n=15) (n=14)

Age (years) 31.5+17 31.6+2.1 313127 0.72
Male/Female (n) 0/28 0/15 0/14 -

Body weight (kg) 89.2 +2.7 88.0+4.0 90.5+3.8 0.68
BMI (kg/m?) 334+038 33.0£1.0 33.9+1.2 0.81
Waist circumference (cm) 107.8 £2.0 107.8+ 3.0 107.8+1.8 0.80
Body fat (%) 446 +1.0 44114 452 +1.4 0.59
Triglycerides (mg/dL) 119.2+ 154 128.5 + 26.8 109.3+ 144 0.62
Fasting blood glucose (mg/dL) 95.9 +1.8 97.7+25 940125 0.48
SBP (mmHg) 1159+ 1.7 114.9 £2.2 117.2+2.6 0.50
DBP (mmHg) 77.8+1.2 78.2+1.6 77.3+1.9 0.73

Data expressed as frequency (n) or mean + SEM. P-value for differences between
groups, tested with Student’s t-test.

SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure.

After 8-week intervention, both BN and control groups showed significant body weight
loss (mean + SEM in kg: -3.5 + 0.6 and -1.8 + 0.7, respectively), but without difference

between BN and control group.

There were no significant changes in fasting concentrations among all groups
regarding inflammatory markers, except cortisol. Cortisol increased after 8-week
intervention in the control group, and the change from baseline was significantly

greater than in BN group (Table 2).

IL-6 showed postprandial time*group interaction (p= 0.03) and postprandial time (p =
0.03) effect. Post hoc testing was conducted to compare differences in postprandial
time measurements for each group, separately by pre- and postintervention. The post
hoc analysis demonstrated that postprandial IL-6 at 240 min was greater in the control

group than in the BN group. Also, there was a postprandial increase of IL-6
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concentrations from 0 to 240 min in the control group, after 8-week intervention (Figure
2).



Table 2. Baseline values (preintervention), postintervention, and change (A) after 8-weeks of outcome fasting inflammatory measures
in control and BN groups.

A (Postintervention -

Variables Preintervention  Postintervention p Prei .
reintervention)
Control group (n=15) IL-18 (pg/mL) 5.55+0.68 5.83 £0.80 0.78 0.28 £ 1.00
BN group (n = 14) 7.55+1.97 5.51+£0.52 0.97 -2.04 + 2.06
p-values 0.81 0.91 - 0.95
Control group (n=15) IL-6 (pg/mL) 9.76 £ 2.26 6.18 £ 1.17 0.08 -3.57 £2.40
BN group (n = 14) 7.97 £ 2.21 5.98 + 1.31 0.64 -1.99 + 2.86
p-values 0.45 0.91 - 0.59
Control group (n=15) IL-8 (pg/mL) 17.78 £ 2.22 18.87 + 3.40 0.69 1.09 +£4.90
BN group (n = 14) 18.05 £ 2.10 15.97 £2.35 0.31 -2.08 + 2.39
p 0.91 0.68 - 0.88
Control group (n=15) IL-10 (pg/mL) 0.83+0.17 2.01+0.63 0.06 1.18 £ 0.65
BN group (n = 14) 1.30£0.49 1.07 £ 0.27 0.64 -0.23 £ 0.40
p-values 0.51 0.16 - 0.09
Control group (n= 15) IL-17A (pg/mL) 7.16 £ 1.57 9.78+1.73 0.31 2.63 +2.67
BN group (n = 14) 7.38 £ 0.99 8.23 £ 1.59 0.97 0.85+1.73
p-values 0.65 0.51 - 0.38
Control group (n=15) TNF (pg/mL) 473 +1.42 3.56 + 1.64 0.40 -1.17 £1.23
BN group (n = 14) 7.30+243 2.87 £ 0.91 0.05 -4.43 +2.40
p-values 0.29 0.40 - 0.27
Control group (n=15)  A(Poneciin e 902798421315 0.19 818793 + 630427
BN group (n = 14) 629635 + 23272 371119 £ 168829 0.60 -258516 + 171990
p-values 0.75 0.81 - 0.35
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A (Postintervention -

Variables Preintervention  Postintervention o] Prei .
reintervention)

Control group (n=15) Resistin (pg/mL) 7023.4 + 767.22 8100 + 1139 0.23 1077 £ 796
BN group (n = 14) 8047 + 880 7214 + 891 0.68 -833 + 897
p-values 0.19 1.00 - 0.27
Control group (n= 15) PAI-1 (pg/mL) 5830 £ 613 5747 + 724 0.95 -82.97 + 632.42
BN group (n = 14) 5429 + 400 5502 + 517 0.88 73.21 £ 428.38
p-values 0.91 0.88 - 0.91
Control group (n=15) Cortisol (ug/dL) 10.97 £ 0.98 13.22 +1.48 0.04 2.25+1.05
BN group (n =14) 12.76 £ 1.40 11.23 £ 1.24 0.08 -1.52+0.78
p-values 0.38 0.53 - 0.01
Control group (n=15) hs-CRP (mg/L) 51+0.9 5.23+0.9 0.90 0.1+£0.8
BN group (n = 14) 45+0.8 34+04 0.22 -0.6+0.5
p-values 0.59 0.06 - 0.45

BN: Brazilian nut; PAI-1: plasminogen activator inhibitor-1;CRP: C-reactive protein ;TNF: tumor necrosis factor.
Data expressed as mean + SEM. P-value for differences between independent continuous variables, tested with Student’s t-test, and
paired t test, for differences between dependent variables.
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Figure 2. Postprandial inflammatory response for IL-6 in pg/mL, for control (n= 14) and BN groups (n= 14), at baseline
(preintervention), and after 8-weeks (postintervention).

Data are expressed as means + SEM. p (post-prandial time * group) = 0.03 and p (post-prandial time) = 0.03 for the three-way mixed
analysis of variance test. p < 0.05 for the pos hoc t-tests for differences between BN and control group at 240 min (*), and for paired
t test between 0 and 240 min, for control group only (**).
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Discussion

In this study, BN consumption only showed a modest effect on inflammatory markers.
At baseline, IL-6 postprandial concentrations (at 240 min) were higher in the control
group than in the BN group, but with no difference at fasting concentrations. However,
after 8-week of weight loss program, we observed that the postprandial inflammatory
response was modified. The postprandial IL-6 plasma concentrations increased in
control group, but not in BN group. This result suggest that regular BN consumption

positively effects on inflammatory response, preventing its postprandial increase.

Findings of previous studies indicated that the high fat meal led to the increased IL-6
concentrations, with a peak generally between 2 and 4 hours (ERRIDGE et al., 2007;
PAYETTE et al., 2009; ROCHA et al., 2017). It's known that postprandial inflammation
is linked to a complex and multifactorial (neuro)endocrine and metabolic response, that
can be influenced by different nutrients (MEESSEN et al., 2019). But the effect of the
type of dietary fat on postprandial inflammation is not yet clearly defined. While the
consumption of high-fat diet (HFD), mainly from saturated fatty acids (SFA),
upregulated the expression of inflammatory receptors and drive postprandial
inflammatory signaling, increasing plasma lipopolysaccharides (LPS), IL-6, and TNF
concentrations (MEESSEN et al., 2019; ROCHA et al., 2016). The consumption of
MUFA and PUFA could lead to a less inflammatory response. However, regarding
MUFA and PUFA, is not so clear whether any of them has superior anti-inflammatory
effect (CANDIDO et al., 2018; COELHO et al., 2017; MONFORT-PIRES et al., 2018;
ROCHA; BRESSAN; HERMSDORFF, 2017b).

The anti-inflammatory and antioxidant properties attributed to nuts, reported in vitro
and in vivo studies, are related to their MUFA content. The mechanisms of MUFA anti-
inflammatory effects seems to be related to inhibition of the transcription factor nuclear
factor-kB (NF-kB) and NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrine domain containing 3)
activation through binding to Gprotein coupled receptor 120 (GPR120) or PPARs
(peroxysome proliferator-activated receptors), and AMPK (AMP-activated protein
kinase) phospoliration (RAVAUT et al., 2021). Besides, MUFA inhibits arachidonic acid



145

peroxidation, and LDL oxidation (SILVEIRA et al., 2020). Also, nuts are source of
tocopherols and phenolic compounds that could modulate inflammatory and oxidative
pathways (GERVASI et al., 2021). However, the results are still controversial, mainly

due to the difference between the nut type, dose, and population characteristics.

In our study, to contrast with the control, the nut-enriched drink (BN group) served has
a high-MUFA content, while the nut-free drink (control) has a high-PUFA content. Thus,
the modest effect found may be related to the similar anti-inflammatory effect of both
fats. Besides, it has been suggested that weight loss could reduce postprandial
inflammatory responses (CHIU et al., 2013; PLAT et al., 2007). Nevertheless, the
consumption of 45 g of BN, for 8 weeks, promoted a significant weight loss (~ 4%), but
similar between control group (p > 0.05). Thus, despite the moderate weight loss (~
5%) had improvements in metabolic function in many tissues, including fat, liver, and
muscle, larger weight losses (> 10%) appears to be required to promote important
benefits in circulating inflammatory markers in obese subjects (CHRISTIANSEN et al.,
2010; FORSYTHE; WALLACE; LIVINGSTONE, 2008; MAGKOS et al., 2016). This

could explain the lack of more pronounced effects on other inflammatory markers.

In this sense, a meta-analysis focusing on nut consumption on inflammatory markers
suggests no significant effects on inflammatory biomarkers CRP, TNF, IL-6, ICAM-1,
VCAM-1 or the anti-inflammatory biomarker adiponectin (NEALE et al., 2017b).
However, the authors suggest that the lack of effect found may be due to the lack of
consistency observed between studies. Thus, there is a need to improve randomized
controlled clinical trials that incorporate the consumption of nuts into the calories
consumed in the diet; transparency in the registration of study protocols; and adequate

control groups for comparison to minimize the effects of confounding factors.

Regarding the consumption of Brazilian nuts, few clinical trials have evaluated the
effect on inflammation. For eight weeks, one Brazil nut supplementation in obese
women resulted in increased gene expression of proteins involved with
proinflammatory pathways without promoting significant changes in plasma

concentrations of inflammatory biomarkers (DUARTE et al., 2019). On the other hand,
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in hemodialysis patients, supplementation of one Brazil nut per day, during 3 moths,
effectively decreased pro-inflammatory plasma markers such as IL-6 and TNF
(STOCKLER-PINTO et al., 2014b). In healthy subjects, the acute consumption of
Brazil nuts (20 or 50g) has already been shown to reduce pro-inflammatory markers
(IL-1, IL-6, TNF, and IFN- y) and increase the anti-inflammatory cytokine IL-10, in long-
term (COLPO et al., 2014).

Also, the present study showed that BN consumption in association with a weight loss
program, reduced serum cortisol concentration in comparison to control group. Cortisol
is a glucocorticoid synthesized in the adrenal cortex, known as a stress hormone,
involved in the response to physical and/or emotional stress. Cortisol participates in
homeostatic maintenance of immune system and has anti-inflammatory properties
(KATSU; IGUCHI, 2016), related to NF-kB signaling and phosphorylation of mitogen-
activated protein kinases (MAPK) suppression, which in turn could result in the
attenuated pro-inflammatory responses of cytokines, such as TNF, IL-13, IL-6, and IL-
8 (CASTRO et al., 2011; DONG et al.,, 2018). The transient increase in IL-6
concentrations, on the other hand, induces an anti-inflammatory rather than a pro-
inflammatory response, enhancing IL-10 concentrations and stimulating cortisol
release (STOCKLER-PINTO et al., 2015). Thus, we believe that the transient increase

in postprandial IL-6 could explain increased cortisol in the control group.

Our study has several strengths and limitations that should be mentioned. First, we
conducted a randomized controlled feeding trial design, with a real-world energy-
restricted intervention and an appropriate control group, which was balanced with the
test group in terms of age, anthropometric, body composition, metabolic markers, and
eating behaviors. Limitations, on the other hand, regard the study population that was
conducted with women at cardiometabolic risk; therefore, it may present results that
cannot be applied to other populations. Also, the study was not blinded and showed
high percentage of follow-up loss.
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Conclusion

After an 8-week intervention with an energy-restricted diet, we observed that IL-6 post-
prandial concentrations and fasting cortisol increased, in control group but no change
was observed in BN group. These results indicate that BN consumption associated
with an energy-restricted diet could modestly modulate the inflammatory response,
preventing the increased of pro-inflammatory response of IL-6, in overweight women
at cardiometabolic risk. However, more studies are needed to investigate the

mechanisms involved.
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Supplementary Table 1. Nutritional composition of control and test drinks of the
postprandial test.

Quantity Energy

PTN LIP

CHO

Fiber

Drink Ingredients SFA MUFA PUFA Available
CHO
@ (kea) (@ (@ @ @ @ 4 (9)
Water 300.00 - - - - - - - - -
Skim
powder 40.00 143.73 13.88 0.37 0.24 0.08 - 21.22 - 21.22
milk
Soybean oil  22.70 204.30 - 2270 345 528 13.62 - - -
Sugar 10.00 39.97 0.03 - - - - 9.96 - 9.96
Whey
Nut-free protein 7.00 2753 420 047 030 0.07 - 1.63 - 1.63
drink concentrate
(control)
Corn starch 6.00 2149 0.04 0.05 - - - 523 0.04 5.18
Synthetic
hazelnut 4.00 - - - - - - - - -
essence
(drops)
Food
coloring 4.00 - - - - - - - - -
(drops)
TOTAL 385.70 437.03 18.14 2359 399 543 13.62 38.04 0.04 37.99
Water 300.00 - - - - - - - - -
Cashewnut 30.00 18213 555 1388 274 819 235 874 1.10 7.64
Nut- Skim
; powdered 30.00 107.80 1041 0.28 0.18 0.06 - 15.91 - 15.91
enriched "
. milk
drink
(test) Brazil nut 15.00 10344 218 952 229 411 315 226 1.19 1.07
Sugar 11.00 4397 0.04 - - - - 10.96 - 10.96
TOTAL 386.00 437.34 18.18 23.68 521 1236 550 37.87 229 35.58
PTN: protein. LIP: lipids. CHO: carbohydrate. SFA: saturated fatty acid. MUFA

monounsaturated fatty acid. PUFA: polyunsaturated fatty acid.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Dentre as dificuldades de condugéo do estudo, podemos ressaltar o recrutamento e
taxa de retengado das participantes. Encontrar voluntarias para participar do estudo
nao foi tarefa facil, pois além de atender ao perfil do estudo (critérios de sele¢do), as
voluntarias deveriam estar dispostas a participar de muitas etapas que o estudo exigia,
além de apresentar disponibilidade de tempo para tal. Os motivos de desisténcia das
voluntarias do estudo foram em sua maioria de cunho pessoal, seja por dificuldade
apresentada em seguir o plano alimentar ou a outros fatores que as impediram de

dispor de seu tempo para as etapas do estudo.

Outro ponto importante foi a realizagdo das analises de horménios do apetite e
inflamatdrios, apds a finalizacdo do estudo. Com a pandemia em 2019, apresentamos
um atraso de quase um ano na realizagado dessas medidas, por motivos de atraso na
aquisicao de materiais (que estavam em falta ou apresentaram demora exacerbada
por conta da situagéo global). Depois, os laboratérios ficaram fechados, por motivos
sanitarios, e ainda havia equipamento que necessitava de calibragdo, mas em razao
da pandemia, houve atraso na execucgao do servico. Em face a tantas dificuldades,
tais analises s6 foram possiveis porque houve quem se dispusesse a ajudar, desde
técnicos, a alunos de pés-graduacéo e professores. Sem uma ajuda mutua e conjunta,
de quem se arriscou a entrar em laboratorio, e se expor, esse trabalho n&o teria sido

possivel.

Entre os pontos positivos do estudo, podemos mencionar que avaliamos o efeito do
consumo de castanhas brasileiras na perda de peso, composi¢éo corporal, bem como
no apetite e no consumo de alimentos por meio de diferentes métodos. Para avaliar
as mudangas no consumo alimentar, aplicamos trés registros alimentares, antes, e
trés recordatorios alimentares depois da intervencdo, durante as consultas de
acompanhamento. Além disso, refeicbes de teste foram conduzidas, durante as
sessodes de laboratorio, para avaliar os efeitos de curto e longo prazo do consumo de
castanhas brasileiras sobre o consumo alimentar e o apetite (subjetivamente, por meio

de questionarios EVA poés-prandiais; e, objetivamente, com ingestdo caldrica ad
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libitum, concentragao plasmatica de horménios pds-prandiais, e consumo
subsequente em condi¢des de vida livre). As respostas glicémicas e insulinémicas
pos-prandiais foram avaliadas de forma aguda e crbénica. Para avaliar a homeostase
da glicemia e insulina, nés incluimos também a avaliagdo das mudangas das
concentragdes de jejum de glicemia, insulina, HOMA-IR e TyG, ap6s 8 semanas de
intervencao. Sobre o aspecto das analises da inflamagao, conseguimos analisar uma
quantidade razoavel de marcadores envolvidos em processos subclinicos da
inflamac&o associada a obesidade, tais como proteina de fase aguda, citocinas e
adipocinas. Além disso, conduzimos um desenho de ensaio alimentar randomizado
controlado, com uma intervencéao de restricao calorica realistica, com grupo controle
apropriado, que foi balanceado com o grupo de teste em termos de idade,
antropometria, composi¢cao corporal, marcadores metabdlicos e comportamentos
alimentares. Nesse ultimo ponto, eu destaco aqui que a randomizagao pelo método
de minimizagéo, foi muito importante para que os grupos fosse equilibrados em
relagcdo a parametros de interesse (idade, IMC e percentual de gordura corporal) e
consequentemente a outros relacionados, como os marcadores cardiometabdlicos

investigados no estudo.

As limitagdes, por outro lado, dizem respeito aos dados autorreferidos para avaliar
alteragdes nutricionais que podem ser fonte de viés de informacao. Além disso, apés
a intervencdo para perda de peso, atencdo especial deve ser dada para a
possibilidade de reganho de peso; no entanto, essa questdo nao foi abordada no
presente estudo. Além disso, o estudo foi realizado com mulheres com sobrepeso e
risco cardiometabdlico, portanto, pode apresentar resultados que ndo podem ser
aplicados a outros tipos de populagdes. Ainda, ambos grupos apresentaram perda de
peso modesta e semelhante; e o tipo de gordura insaturada e de fonte vegetal usada
em ambos grupos (apesar de serem mono e poli-insaturadas, para o grupo CB e grupo
controle, respectivamente), podem ter contribuido para a auséncia ou presenga de um
efeito muito modesto sobre a resposta glicémica e inflamatéria, respectivamente. O
estudo também n&o apresentou cegamento das participantes e apresentou uma alta

taxa de desisténcia.
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Sobre as perspectivas de continuidade, o projeto Estudo Castanhas Brasileiras foi
elaborado para se articular e se desdobrar em outros (sub)projetos, como o aqui
apresentado, para serem desenvolvidos de forma independentes no formato de TCC,
dissertacao, tese e artigos cientificos. Dessa forma, ha perspectivas de continuidade
do estudo, na tematica aqui abordada, como a avaliagdo de analises de expressao
génica, as quais foram inicialmente um dos objetivos do presente projeto de

doutorado, mas, que nao foram concluidas.



8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, concluimos que:
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1. O consumo agudo de castanhas brasileiras (15 g de castanhas-do-brasil e 30 g de

castanhas de caju) nao alterou o apetite, a resposta glicémica e a inflamagao, em

mulheres adultas com excesso de peso em risco cardiometabdlico.

2. O consumo crénico de castanhas brasileiras (15 g de castanhas-do-brasil e 30 g

de castanhas de caju), incluidas em uma intervengao de restricdo calorica, apds

oito semanas:

a. Entre as participantes aderentes ao protocolo de restricdo caldrica (82%), a

perda de peso e de gordura corporal, foram significativamente maiores em

comparagdo ao grupo controle.

. Nao alterou as sensagdes subjetivas do apetite, nem o consumo alimentar,

apesar da concentragao de grelina (AAUC) ter diminuido, em comparacéao
com o grupo controle.
Nao alterou a resposta glicémica ou insulinica pds-prandiais, nem as

concentragdes de jejum de glicemia, insulina, HOMA-IR e TyG.

. Teve um efeito modesto relacionado a inibicdo do aumento da IL-6 pds-

prandial, sem alterar outros marcadores inflamatérios avaliados
(adiponectina, resistina, PAI-1, IL-18, IL-8, IL-10, IL-17A, TNF e PCR-us).

Em suma, podemos concluir que o consumo de 45 g de CB (Anacardium accidentale

e Bertholetia excelsa), como parte de um padrao alimentar saudavel e associado a

uma restricdo caldrica, apresentou efeitos benéficos na perda de peso e de gordura

corporal, além de efeito modesto sobre a saciedade e inflamagao, mas sem efeito

sobre a homeostase glicémica e insulinémica, em mulheres com excesso de peso, em

risco cardiometabdlico. Mais estudos sdo necessarios para compreender o0s

mecanismos envolvidos nos resultados encontrados.
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APENDICE A: Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

ESTUDO
castanhas brasileiras

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Sra. esta sendo convidada como voluntaria a participar da pesquisa “Efeito do consumo didrio de
castanhas brasileiras sobre reduc¢do do peso e composi¢do corporal, metabolismo energético, apetite,
ingestio alimentar, reguladores metabdlicos ¢ marcadores genéticos”. Nesta pesquisa nos pretendemos
avaliar o efeito de uma dieta reduzida em calorias associada ao consumo didrio de améndoas de castanhas
brasileiras sobre a perda de peso e regulagdo metabolica em mulheres adultas com excesso de peso e risco
cardiometabdlico. O motivo que nos leva a estudar as améndoas brasileiras é o grande valor nutricional
desses alimentos e seus provaveis beneficios para a satde.

Esse estudo tera duracdo do 8 semanas e a coleta dos dados sera realizada ao inicio, durante e ao final
do estudo. Ao longo desse periodo a Sra. seguird uma dieta reduzida em calorias, a qual poderd ou néo ser
acompanhada da ingestio de castanhas brasileiras fornecidas 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 alcoolica.

Ao iniciar e ao finalizar sua participagdo no estudo, a Sra. devera comparecer ao laboratorio em duas
ocasides. Na primeira sera realizado o teste de permeabilidade intestinal e na segunda as demais avaliagdes
do estudo. Em ambos os dias sera necessdrio a realizagdo de jejum noturno de 10-12 horas. Nas noites
anteriores a realizagdo do jejum. a Sra. devera consumir um jantar padrdo (sanduiche e suco), fornecido
pelos pesquisadores. No dia do teste de permeabilidade intestinal, a Sra. comparecera ao laboratorio em
jejum, onde fara a ingestdo de uma bebida contendo agicares. Em seguida, devera permanecer no
laboratorio 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 ¢ a Sra. sera liberada para suas atividades habituais.

No segundo dia de testes, a Sra. também devera comparecer ao laboratorio apos jejum (10-12 horas)
¢ fard a ingestio de uma bebida contendo ou ndo améndoas de castanhas brasileiras. Em seguida,
permanecera no laboratorio por cerca de 6 horas, e apos, também recebera um almogo fornecido pelos
pesquisadores. Nesse dia sera realizado a avaliacdo 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 1, 2 ¢ 4 horas apos o desjejum. Nessa ocasido, como parte dos procedimentos da pesquisa, a Sra.
respondera a questiondrios estruturados contendo perguntas sobre sua historia clinica e socioeconomica,
habitos alimentares, nivel de atividade fisica, comportamento frente ao alimento e qualidade do sono, com
tempo ¢ aplicagdo previsto em | hora. Ademais, as amostras de fezes deverdo ser entregues ao inicio ¢ ao
final do estudo, em um dia de sua escolha. A partir dos dados e amostras coletadas durante o estudo, serio
realizadas analises sanguineas completas, avaliagdo de micro-organismos intestinais ¢ atividade de genes

relacionados com inflamacio, estresse oxidative e metabolismo.
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Todos procedimentos invasivos indispensaveis ao estudo serdo realizados por profissionais treinadas,
minimizando a0 maximo eventuais riscos ¢ desconfortos. A coleta de sangue sera realizada por um técnico
em enfermagem, utilizando apenas materiais descartaveis, sendo possivel uma sensac¢do incomoda
ou dolorida na hora de inserir a agulha e formacdo de hematomas no local da entrada da agulha
algumas horas apds o teste. O técnico em enfermagem serd orientado a ser o mais preciso possivel
para evitar estes incomodos. No caso de eventuais complicagdes no momento da pungio venosa,
serdo prestados os primeiros socorros no local pelo técnico em enfermagem e, caso haja
necessidade, a Sra. serd encaminhado para a Divisdo de Saude para demais cuidados. O uso da
bioimpedancia elétrica para avaliacio da gordura corporal é desaconselhada a pessoas que possuam
marca-passo ou quaisquer aparelhos eletronicos semelhantes, pinos, placas metalicas e gestantes.
Na auséncia dessas restrigdes, a realizagdo do exame de bioimpedancia elétrica ndo esta associado
a prejuizos a satude. Durante a realizagdo das sessoes de calorimetria indireta (Deltatrac) para
avaliacdo do gasto de energia, a Sra. devera permanecer deitada em deciibito dorsal (de costas) em
uma maca, por um periodo de 30 minutos/sessio, movendo-se o minimo possivel. Esse
procedimento sera realizado em uma sala fechada, com temperatura controlada, e sera permitido
assistir televisdo, caso a Sra. deseje. Os alimentos fornecidos no estudo serdo elaborados com
matéria prima de boa procedéncia e qualidade, os quais serio bem acondicionados visando
manuten¢io da qualidade nutricional e microbiologica.

Para evitar qualquer tipo de constrangimento no momento da aferi¢do das medidas e preservar a sua
privacidade a avaliagdo antropométrica sera realizada em uma sala fechada, silenciosa, por um profissional
treinado. Durante a aplicagdo dos questiondrios, a Sra. podera deixar de responder a uma ou a um conjunto
de perguntas caso sinta-se constrangida, sem que isso traga qualquer alteragdo na relagio de tratamento por
parte dos pesquisadores. Da mesma forma, as amostras biologicas de fezes e urina serdo coletadas e
entregues em frascos adequados, fornecidos pelos pesquisadores, e sem identificagdo nominal.

Quanto aos beneficios, a Sra. tera seu estado nutricional avaliado e recebera um plano alimentar
individualizado, visando a redugdo de peso corporal. Além disso, tanto o consumo de castanhas quanto a
dieta restrita em calorias estdo associados a beneficios a satide. Ainda, a Sra. tera acesso aos seus dados de
avaliacio antropométrica, composicdo corporal e exames bioquimicos. Ao final do estudo, a Sra. recebera
um novo plano alimentar individualizado, visando a manutengdo de habitos alimentares saudaveis e a
adequacdo dos marcadores bioquimicos que se apresentarem fora dos niveis de normalidade.

Para participar deste estudo a Sra. ndo tera nenhum custo, nem recebera qualquer vantagem financeira.
Apesar disso, diante de eventuais danos, identificados e comprovados, decorrentes da 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

participagio ¢ voluntaria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou modificagdo na
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forma em que a Sra. é atendida pelos pesquisadores. Os resultados da pesquisa estardo a sua disposigdo
quando finalizada. A Sra. ndo sera identificada em nenhuma publicagdo que possa resultar. Seu nome ou o
material que indique sua participagdo ndo serdo liberados sem a sua permissio.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, no “Laboratorio de Metabolismo Energético e Composigdo
Corporal (LAMECC - UFV)” ¢ 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™ apos o término da pesquisa. Depois desse tempo, os mesmos serdo
destruidos.

Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo e confidencialidade,
atendendo a legislagio brasileira, em especial, a Resolugio 466/2012 do Conselho Nacional de Satde, e

utilizardo as informagdes somente para fins académicos e cientificos.

Eu, , contato , fui

informada dos objetivos da pesquisa “Efeito do consumo diario de castanhas brasileiras sobre reducio
do peso e composi¢cio corporal, metabolismo energético, apetite, ingestio alimentar, reguladores
metabaélicos e marcadores genéticos™ de maneira clara e detalhada, e esclareci minhas duvidas. Sei que a
qualquer momento poderei solicitar novas informagées e modificar minha decis@o de participar se assim o
desejar. Declaro que concord 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 duvidas.

Pesquisadores Responsaveis:

Dra. Josefina Bressan — 31 38992692

Dra. Helen Hermana Miranda Hermsdorff — 31 38991269
Ana Paula Silva Caldas — 31 38993388

Daniela Mayumi Usuda Prado Rocha - 31 38993388

Endereco: Av. PH. Rolfs s/n. Laboratorio de Metabolismo Energético e Composicao Corporal
(LAMECC), Departamento de Nutricdo e Saiude, Centro de Ciéncias Biologicas 11, sala 50, 6 andar.
Campus Universitario. Vigosa/MG.

Telefone: (31) 3988-3388

E-mail: castanhasbrasileiras(@gmail.com

Em caso de discordincia ou irregularidades sob o aspecto ético desta pesquisa, a Sra. poderi consultar:

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

Edificio Arthur Bernardes, piso inferior

Av. PH Rolfs, &/n — Campus Universitirio

Cep: 36570-900 Vigosa/MG

Telefone: (31)3899-2492

Email: cep@ufv.br

www.cep.ufv.br

Vigosa, de de20 .
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APENDICE B: Questionario de triagem telefénica

ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO TRIAGEM TELEFONICA (Folha 1/2)

Preencher TODAS as perguntas independentemente da presenca de um critério de exclusdo.

“Bom dia/ Boa tarde, meu nome é e fago parte do laboratério LAMECC do Departamento de Nutrigdo e Sai-
de da Universidade Federal de Vigosa (UFV) no qual desenvolvemos projetos de pesquisa em nutri¢io. Atualmente nds esta-
mos recrutando MULHERES com excesso de peso com interesse em participar de um estudo de acompanhamento nutricional
para emagrecimento. Para saber se vocé preenche os critérios de inclusdo do estudo, gostariamos que vocé nos respondesse
algumas perguntas. Isso levari aproximadamente 5 minutos.”

Nome; Data de aplicagdo: ___ /[
Idade (anos): ( )20a55anos ( ) <20 anos ou > 55 anos — exclusdo

Peso (kg): Altura (m): IMC (kg/m?):

IMC 2 27 kg/m™ ( )sIM () NAO — exclusio

(SE NAO ATENDER AOS CRITERIOS, PERGUNTAR:)
“Agradecemos o seu contato, mas, infelizmente vocé/a sra ndo atende aos critérios para participagio do estudo. Mas, gostaria-

mos de saber se vocé/a sra tem interesse em manter o contato para futuros projetos de pesquisal™:
( YNAO ( ) SIM - Preencher informacg6es abaixo, e anotar CONTATO

(SE ATENDER TODOS NOSSOS CRITERIOS, CONTINUAR:)

Vocé esta fazendo dieta ou restri¢do calorica? ( YNAO ( ) SIM — exclusdo

Vocé ganhou ou perdeu peso, nos tltimos 3 meses? ( )NAO

SIM: kg () <5% Peso usual ( ) > 5% Peso usual — exclusdo

Atleta, crossfit ou atividade intensa/vigorosa: ( )NAO ( ) SIM — exclusdo

Habito de fumar: () NAO ( )SIM — exclusdo

Usa medicamento (corticoide, outros): ( )NAO  ( )SIM,  Qual (is)?

( ) uso momentaneo ( ) uso continuo — exclusio se afetar algum paridmetro das pesquisa

Faz uso de suplementos (vitaminas, minerais, 5mega 3)?( ) NAO () SIM — exclusdo
Alguma doenga ou alteragio no TGI (vesicula, refluxo, mé digestio): ( ) NAO () SIM — exclusio

Apresenta DM| ou utiliza insulina: () NAO ( ) SIM — exclusdo

Uso de marcapasso: ( YyNAO ( ) SIM — exclusdo

Gestante ou amamentando ou menopausa : ( )NAO ( ) SIM — exclusio

Alergia, intolerdncia ou aversdo i leite, castanhas: ( )NAO ( ) SIM — exclusio
Disponibilidade no periodo da manhi (3 dias ndo consecutivos): () NAO — exclusio ( )SIM

(SE NAO ATENDER TODOS CRITERIOS, PERGUNTAR:)

“Agradecemos o seu contato, mas, infelizmente vocé/ o (a) sr(a) ndo atende aos critérios para participag¢do do estudo. Mas,
gostariamos de saber se vocé/ o (a) sr(a) tem interesse em manter o contato para futuros projetos de pesquisa?™

( YNAO ( ) SIM - Preencher informagdes abaixo em CONTATO

(SE ATENDER A TODOS CRITERIOS DE INCLUSAO:)

(nome da voluntdria), de acordo com as suas respostas eu observei que vocé/ a sra é uma possivel
voluntaria para a nossa pesquisa. Eu gostaria de agendar uma entrevista para explicar detalhadamente a vocé/ a sra sobre o
nosso projeto e confirmar a sua participagdo.”

(Preencha o CONTATO, abaixo, e siga para “Orienta¢des Telefénicas’)

CONTATO:

Elegivel para o estudo? ( ) NAO —exclusio ( )SIM

Telefone (operadora): e-mail:

Melhor horario para entrar em contato:

OBS.:
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ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO TRIAGEM TELEFONICA (Folha 2/2)

ORIENTACOES TELEFONICAS:

“Eu gostaria de lembri-la que para participar, vocé devera ter disponibilidade de comparecer ao laboratério
inicialmente, em 3 momentos, sendo necessaria uma disponibilidade de 60 minutos no primeiro encontro e
de 2 manhis inteiras (de 7h as 13h) em dias ndo consecutivos nos outros dois encontros, os quais poderio ser
agendados inclusive aos finais de semana.

No primeiro encontro sera realizada uma avaliacdo antropométrica e a aplicacdo de questionarios para verifi-
car se vocé/ a sra se enquadra em todos os critérios desta pesquisa. Como informado, esse encontro tera uma
duracdo média de 60 minutos, e preciso que vocé me informe os dias e horarios disponiveis para agenda-lo.”

Verificar agenda (Google Agenda). Anotar:

Triagem: Nome do voluntirio (telefone e operadora) — Caso tenha alguma observagio, colocar OBS na frente do nome e des-
creva a mesma (ex. checar IMC limitrofe).
Exemplo: Triagem: Maria Aparecida (31 9999-9999 vivo)

“

(nome do voluntario) a sua entrevista ficou agendada para o dia as horas
no LAMECC (Laboratério de Metabolismo Energético e Composicdo Corporal) que fica na sala 50, no 6° an-
dar do Departamento de Nutricio e Saide (DNS) no prédio Centro de Ciéncias Biolégicas 1l (CCBII
frente ao AGROS.

E importante que vocé/ a sra siga algumas recomendagées. Caso necessério, por favor, anote-as:
Yocé/ a sra deve estar com 3 a 4 horas de jejum, ou seja, nesse periodo somente pode beber dgua e tomar remédios.
Assim, recomendamos que sua Ultima refeicdo seja as horas.
Vocé ndo deve consumir bebidas alcodlicas e cafeina (café, cha, refrigerante, chocolate) 24h antes da avaliagio.
Além disso, vocé / a sra ndo devera realizar atividade fisica ou esforgos fisicos 24h antes da avaliagao.
Em caso de uso de medicamentos, favor trazer receituirio ou as caixas dos remédios.
Ainda, nesse dia vocé/ a sra ndo podem estar no periodo menstrual.
Por favor, venha ou traga roupa leves (short/bermuda e camiseta).
Em caso de duividas entre em contato pelo telefone: 3899-3388 (com Ana Paula, Brenda, Daniela).

Caso vocé/ a sra nio possa comparecer, por gentiliza, nos avise para que possamos marcar outro voluntario
no lugar e reagendar a sua entrevista.

As orientacdes passadas também serdo enviadas por e-mail e/ou telefone.
Vocé/ a sra tem alguma duvida?

Entdo, gostaria de agradecer a sua atencio e disponibilidade. Muito obrigada (o), e tenha bom dia/boa tarde.”

AO FINAL DA LIGAGAO,
REGISTRAR O CONTATO TELEFONICO (CADERNO DE RECRUTAMENTO).

Nome do pesquisador que aplicou a triagem:
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APENDICE C: Questionario de triagem presencial

ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: TRIAGEM PRESENCIAL (Folha 1/3)

I. IDENTIFICACAO

Data de aplicagdo: ____/  /__ Pesquisador responsavel:

Nome; Data de nascimento: __ /[
Idade: Se idade < 20 anos ou > 55 anos, exclusio

E-mail: Endereco:

Complemento: CEP: Fone: (), /()

1Il. 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*< 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):

11l. PRESSAO ARTERIAL E EXAMES BIOQUIMICOS

PAS (mmHg): PAD (mmHg): >130 e/ou >85 mmHg ou medica¢io:

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 - exclusio B
( )NAO ( ) SIM - tem fator de risco

DM: ( ) NAO ( ) SIM, tipol— exclusdio ( ) 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 CLINICA

Vocé / a sra. fuma ou ji fumou?

() Nio fumante

I. |Ex Fumante ha:

( )maisde l ano ()< lano - exclusdo

( ) Fumante - exclusio

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

3. |Vocé é gestante ou esti amamentando ou estd na mencpausa: ( ) NAO () SIM - exclusio

4. |Vocé planeja engravidar num futuro proximo (nos proximos 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 dltimo més.
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ESTUDO

castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: TRIAGEM PRESENCIAL (Folha 2/3)

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

utilizados no dltimo més.

Medicamentos Posologia Tempo de uso

Dosagem Frequéncia

Razdo para o uso

15. | Vocé / a sra. ja apresentou ou tém alguma das seguintes doengas!

Doengas/Alteragdes NAO (exflil.:io)

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

Anorexia/Bulimia

Bronquite/Asma

Céncer

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

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

Doenga celiaca, doenga intestinal crénica, alteragées no TGl (ex. retirada de vesicula)

Doenga renal

Doengas/ alteragdes neuroldgicas ou psiquidtricas (ex. esquizofrenia, transtorno de ansieda-

de, depressaoc)

Hipoglicemia

HIV/Aids

Tireoidopatias (ex. hipo ou hipertireoidismo)

Outras doencas crénicas (que afetem o estudo)

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

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

Bebida Unidade (s) Frequéncia |g alcool

Cerveja

Cachaga/Caipirinha

Vinho

Whisky

Vodka

Qutro? Qual?

() Consumo de dlcool < 23g/dia ( ) Consumo de dlcool >= 23g/dia - exclusido
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QUESTIONARIO: TRIAGEM PRESENCIAL (3/3)

ESTUDO

castanhas brasileiras

22. | Indique as horas do dia em que vocé consome refei¢des e lanches. Coloque a letra R para refeigdes e L

AM (manhi e inicio da tarde)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PM(daenoitey

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Il. DADOS SOCIOECONGOMICOS E DEMOGRAFICOS

3. Escolaridade:

( ) Analfabeto - exclusio () Sabe ler e escrever

() Fundamental Incompleto () Fundamental Completo

() Médio Incompleto ( ) Médio Completo () Técnico

() Superior Incompleto () Superior Completo

( ) Pds-graduagio Incompleto () Pos-graduagdo Completo

() Profissao:

I Raga

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

2. Estado civil:

() Solteira () Casada ou unido estavel ( ) Divorciada () Vidva

4. Renda Familiar ( )RS 2.811,01 -4.685,00 (3 a 5 salarios)

() Até R$ 937,00 ( 1 saldrio) ( ) R$4.685,01-9.370,00 (5 a 10 saldrios)

( )R$937,01-1.874,00 (1 a 2 salérios) () R$9.370,01 —18.740,00 (10 a 20 saldrios)

( )R$1.874,01-2.811(2 a 3 saldrios) () RS 18.740,01 ou mais (> 20 saldrios)

Quantas pessoas vivem na sua casa (incluindo o voluntirio)?
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APENDICE D: Cartilha de orientagées — run-in

Mulheres adultas (20 a 55 anos) com excesso _é‘
de peso, que estio a procura de
acompanhamento nutricional para
emagrecimento, e que apresentem alteragio na
pressio arterial (2130/285 mmHg ou
antihipertensivo), na glicemia (2 100 mg/dL ou
medicacdo hipoglicemiante) ou triglicerideos (2

150 mg/dL ou medicagao).

ama da Pés-Gradusgho
Cléncia da Nutrico

ESTUDO
castanhas brasileiras

LEMBRETES: N3o podem participar:

« Mo diadavisits, lembre-se: s Mulheres gestantes, lactantes ou na

menopausa.
e Trazer a garrafa contendo a urina para o . Alérgicas ou intolerantes a leite, castanhas,
laboratério no dia da visita. nozes e amendoim.

s+ Por favor, venha ou traga roupas leves
(short/bermuda e camiseta).

= ) . o Se conhecer que esteja interessado no
ATENCAO: No' dia da visita vocé nio estudo, nos ajude a divulgar: peca
pode estar no periodo menstrual. para entrar em contato conosco!

Laboratério de Metabolismo Energético e Composicio Corporal (LAMECC),
Departamento de Nutrigio e Satde, Centro de Ciéncias Biologicas I, Dra. Joseﬁna Bressan
Sala 50, 6° andar 1 96

3899-3388 Dra. Helen Hermana Miranda Hermsdorff




Orientagoes para iniciar sua participa¢ao no estudo

Antes de iniciar sua participa¢do no estudo
€ muito importante que vocé siga algumas
orientagdes:

@ Mantenha a sua alimentacdo habitual

E importante lembrar, que nio deverio ser realizadas
restrigdes alimentares de cunho religioso (promessas).

Mantenha a sua atividade fisica habitual

Mantenha o mesmo nivel de atividade fisica
habitual, incluindo atividades domésticas.

Nio altere ou inicie uma atividade fisica regular.

Ainda, antes de iniciar sua participa¢do no
estudo, vocé NAO DEVE consumir:

s Azeite de oliva

« Bebidas alcodlicas

e Castanhas, nozes e amendoim

e Suplementos vitaminicos e minerais ou émega 3

Durante esse periodo,
também, ndo fume.

‘. Sabemos da importancia, mas,
([ nesse periodo nio é aconselhavel a
L doacio de sangue.

Em caso de alteragio na sua alimentacdo, atividade
fisica e habitos diarios, por favor, nos avise. Também
nos comunique em caso de surgimento de doengas,
alergias e gripes, e mudancas na medicagdo.

Na sua PROXIMAVISITA ao laboratério...

No dia / ! , vocé devera:

o Comparecer no laboratério as 6:40 h em
jejum. Sendo permitido nesse periodo o
consumo apenas de dgua e remédios de
rotina.

e A sua ultima refeicio do dia devera ser um
sanduiche de frango com suco de uva,
fornecido pela nossa equipe.

e Recomendamos que essa refeicio seja
consumida entre 20:00 - 22:00 horas.

Nos DOIS DIAS ANTERIORES (48h) a visita,

vocé ndao deve consumir:

e Agai

« Bebidas alcodlicas

e (Cafeina (café, chias de topos os tipos,
refrigerante, chocolate, achocolatado)

e Frutas secas (damasco, ameixa seca, uva
passas, cranberry e outros), uva, laranja e

suco de frutas natural
s« Castanhas, nozes e amendoim

¢ Termogénicos (pimenta, canela)

Ainda, vocé ndo devera realizar atividade
fisica ou esforco fisico intenso no dia
anterior (24h antes da visita).

Retirada da refeicdo:

s+ Marque um horirio com nossa equipe para
retirada da sua refei¢do no dia anterior a visita.

¢ Nesse dia, vocé recebera o lanche e uma
garrafa para coleta de urina.

Vocé devera seguir os seguintes passos para
coleta de urina:

|. Esvazie a bexiga, mesmo que ndo esteja com

vontade, imediatamente apds o consumo da
refeicdo que nos fornecemos (sanduiche +
suco). Essa urina devera ser desprezada (ndo
serd coletada).

2. A partir dai, toda vez que for ao banheiro,
coletar a urina em copo descartavel e
armazenar na garrafa fornecida. (Se vocé
levantar a noite para ir ao banheiro, lembre-
se que essa urina também deverd ser
coletada).

3. No dia seguinte, continuar a coleta de urina,
incluindo a primeira urina do dia e as
subsequentes até a chegada ao laboratério.

IMPORTANTE: armazenar a garrafa

contendo a urina na geladeira.
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APENDICE E: Registro alimentar de 24 horas

ESTUDO
castanhas brasileiras

REGISTRO ALIMENTAR: ORIENTACOES

I. IDENTIFICAGCAO

Data de aplicagio: / ! Pesquisador responsavel:

Iniciais (nome): Grupo: N°ID:

Preenchimento do Registro Alimentar

. Quando vocé relatar um alimento ou bebida seja 0 mais claro e preciso possivel. Fornega o maximo de infor-
magoes sobre os alimentos. Cite marcas em casos de produtos industrializados e tamanho das porgdes. No
caso de receitas caseiras, cite os ingredientes utilizados, por exemplo, molhos e coberturas com leite, creme
de leite, algum tipo de espessante (farinha de trigo, maisena).

. Anote também o tipo de alimento (integrais ou ndo, diet ou light, integral, desnatado ou semidesnatado).

. Relate se as bebidas como café e suco sao adogadas com agucares (refinado, cristal, mascavo) ou adogantes
(marca) e indique a quantidade ou proporgio.

. Cite a forma de preparo de carnes (assada, cozida, frita, grelhada, milanesa) e hortalicas (crua, cozida, frita,
ensopada, refogada), e se foram consumidas com azeite, maionese, margarina, ketchup.

. Anote tudo no momento em que estiver comendo. Nio deixe para anotar depois que tiver acabado de co-
mer. Observe quanto foi servido de cada alimento ou bebida e se consumiu tudo que foi servido ou se so-

brou ai anote a quantidade consumida.

. Anote todos os alimentos e bebidas que consumir o dia inteiro, incluindo até mesmo balas, doces, chicletes.
. Informe com precisdo, sempre que possivel, o peso dos alimentos e o volume dos liquidos ingeridos.
. Coloque o tamanho dos alimentos (pequeno, médio e grande) caso ndo saiba o peso. Ex: uma banana média;

| fatia grande de bolo de chocolate sem cobertura e recheio.
. Descreva as quantidades em medidas caseiras, como colher era de sopa, cha, sobremesa, ou de servir, se
estava rasa ou cheia ou outras formas de medida utilizando utensilios domésticos. O mesmo vale para con-

chas, escumadeiras, copos (duplo/ americano), pratos (fundo/raso) e xicaras.

Ex.: 4 colheres de sopa de arroz branco cozido
| unidade de maga pequena
| xicara de café adogado com | colher de cha de agucar

Obrigado!

Qualquer diivida entre em contato.

Laboratorio LAMECC (3899-3388)




ESTUDO

castanhas brasileiras

REGISTRO ALIMENTAR

I. IDENTIFICACAO

Data de aplicagio: / / Pesquisador responsavel:

Iniciais (nome):

Grupo:

N°ID:

Data: / / ( )seg ( Yter ( )qua ( )qui ( )sex ( )sab ( )dom

ALIMENTOS

MEDIDA CASEIRA

QUANT (g)

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horario:

Local:
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APENDICE F: Composicgao nutricional do jantar padrao
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Tabela 2. Composigao nutricional do jantar padréo (sanduiche de frango com suco de

uva).
Qtde Energia Proteina Lipidios Carboidratos Al

Alimentos Alimentar

(g/mL) (kcal) (9) (9) (9) (9)
Requeijao 45,00 116,40 4,3 10,50 1,10 -
Frango cozido 100,00 119,00 21,5 3,00 - -
Cenoura 24,00 8,16 0,31 0,04 1,84 0,76
Pao de forma 50,00 126,50 4,7 1,85 24,95 3,45
Milho verde 24,00 84,20 0,1 - 20,9 0,20
Molho = de 1550 520 012 . 0,95 0,18
tomate
Oleo de soja 1,00 8,80 - 1,00 - -
Cebola 10,00 3,90 0,17 0,01 0,89 0,22
Sal 0,50 - - - - -
Suco de uva 200,00 104,00 - - 26,00 -
TOTAL 467,00 576,16 31,20 16,40 76,63 4,81




APENDICE G: Composigdo nutricional das bebidas testes e controle

Tabela 3. Composicao nutricional das bebidas testes e controle para estudo pds-prandial.

. . . . . Fibr: rboidr:
Bebida Alimentos Qu(a?rtrl:_a;de E(rll(i;g:;a Prc;te)ma LIp(IdIOS Carboidratos AIier?tar (ziais?)z:iva;r
g g 9) (9) (@) (g/mL)
Agua 300,00 - - - - - -
Leite em p6 desnatado 40,00 143,73 13,88 0,37 21,22 - 21,22
Oleo de soja 22,70 204,30 - 22,70 - - -
. Agucar 10,00 39,97 0,03 - 9,96 - 9,96
Bebida sem .
castanhas Whey Protein concentrado 7,00 27,53 4,20 0,47 1,63 - 1,63
(controle) Amido de milho 6,00 21,49 0,04 0,05 5,23 0,04 5,18
Esséncia de avela (gotas) 4,00 - - - - - -
(C;](())rta;rsl‘t)e marrom chocolate 4,00 ) ) ) ) ) )
TOTAL 385,70 437,03 18,14 23,59 38,04 0,04 37,99
Agua 300,00 - - - - - -
Bebida com Castanhade Caju 30,00 182,13 5,55 13,88 8,74 1,10 7,64
castanhas Leite em P6 Desnatado 30,00 107,80 10,41 0,28 15,91 - 15,91
(teste) Castanha-do-brasil 15,00 103,44 2,18 9,52 2,26 1,19 1,07
Acgucar 11,00 43,97 0,04 - 10,96 - 10,96
TOTAL 386,00 437,34 18,18 23,68 37,87 2,29 35,58
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ANEXO A: Questionario sobre o comportamento alimentar

ESTUDO

castanhas brasileiras

QUESTIONARIO:TFQ-21 (Folha 1/2)

I. IDENTIFICACAO

Data de aplicagdo: / / Pesquisador responsavel:

Iniciais (nome):

Grupo: N° ID:

Esta secdo contém declaracdes e perguntas sobre habitos alimentares e sensacao de fome.

Leia cuidadosamente cada declarac¢io e responda marcando a alternativa que melhor se aplica a vocé.

I. Eu deliberadamente consumo pequenas por¢des para con-
trolar meu peso.

( ) Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes

( ) Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso
2. Eu comego a comer quando me sinto ansioso.

( ) Totalmente verdade
() Verdade, na maioria das vezes
() Falso, na maioria das vezes

( ) Totalmente falso

3. As vezes, quando comego a comer, parece-me que nio
conseguirei parar.

( ) Totalmente verdade

( ) Verdade, na maioria das vezes

() Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso
4. Quando me sinto triste, frequentemente como demais.

() Totalmente verdade
() Verdade, na maioria das vezes
( ) Falso, na maioria das vezes

( ) Totalmente falso

5. Eu nao como alguns alimentos porque eles me engordam.

() Totalmente verdade
( ) Verdade, na maioria das vezes
() Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso

6. Estar com alguém que esta comendo, me da frequentemen-
te vontade de comer também.

( ) Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes

( ) Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso

7. Quando me sinto tenso ou estressado, frequentemente
sinto que preciso comer.

() Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes

( ) Falso, na maioria das vezes

( ) Totalmente falso

8. Frequentemente sinto tanta fome que meu estdmago pare-
ce um pogo sem fundo.

( ) Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes

() Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso

9. Eu sempre estou com tanta fome, que me é dificil parar de
comer antes de terminar toda a comida que esta no prato.
() Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes

( ) Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso
10. Quando me sinto solitario (a), me consolo comendo.

() Totalmente verdade
() Verdade, na maioria das vezes
( ) Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso

Il. Eu conscientemente me controlo nas refei¢oes para evitar
ganhar peso.

() Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes

( ) Falso, na maioria das vezes

( ) Totalmente falso

12. Quando sinto o cheiro de um bife grelhado ou de um pe-
dago suculento de carne, acho muito dificil evitar de comer,
mesmo que eu tenha terminado de comer ha muito pouco
tempo.

( ) Totalmente verdade
() Verdade, na maioria das vezes
( ) Falso, na maioria das vezes

) Totalmente falso
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ESTUDO

castanhas brasileiras

QUESTIONARIO:TFQ-21 (Folha 2/2)

I. IDENTIFICACAO

Data de aplicagdo: / / Pesquisador responsavel:

Iniciais (nome):

Grupo: Ne° ID:

13. Estou sempre com fome o bastante para comer a qualquer 17. O quanto frequentemente vocé evita “estocar” (ou se

hora.

( ) Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes
( ) Falso, na maioria das vezes
() Totalmente falso

14. Se eu me sinto nervoso (a), tento me acalmar comendo.

() Totalmente verdade
() Verdade, na maioria das vezes
() Falso, na maioria das vezes

() Totalmente falso

aprovisionar de) comidas tentadoras?

() Quase nunca
( ) Raramente
() Frequentemente

() Quase sempre

18. O quanto vocé estaria disposto (a) a fazer um esforco
para comer menos do que deseja?

() Nio estou disposto (a)

() Estou um pouco disposto (a)

() Estou relativamente bem-disposto (a)

() Estou muito disposto (a)

I15. Quando vejo algo que me parece muite delicioso, eu fre- 19. Vocé comete excessos alimentares, mesmo quando nio
quentemente fico com tanta fome que tenho que comer ime- ggts com fome?

diatamente.

) Totalmente verdade

(

() Verdade, na maioria das vezes
() Falso, na maioria das vezes

(

) Totalmente falso

16. Quando me sinto depressivo (a), eu quero comer.

() Totalmente verdade

() Verdade, na maioria das vezes
() Falso, na maioria das vezes
(

) Totalmente falso

() Nunca
() Raramente
() As vezes

() Pelo menos | vez por semana

20. Com qual frequéncia vocé fica com fome?

() Somente nos horérios das refeicdes
() As vezes entre as refeigdes
( ) Frequentemente entre as refei¢oes

() Quase sempre

21. Em uma escala de | a 8, onde | significa nenhuma restrigio alimentar, e 8 significa restri¢do total, qual nimero vocé daria

para si mesmo?

Comer tudo o que
quiser e sempre
que quiser

Limitar constantemente
aingestao alimentar,
nunca “cedendo”
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ANEXO B: Questionario de Sintomas Gastrointestinais

ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: SINTOMAS GASTROINTESTINAIS

I. IDENTIFICACAO

Iniciais (nome): Grupo: N 1D: Darta: !
I Como estd o seu estado geral de satde hoje!
() Muito bom ( )Bom () Razodve () Ruiml

2. Como estid o seu estado geral de saude comparado ac dia de ontem?

{ ) Melhor { )O mesmo

{ )Por

{

) Muito pior

Por favor, registre quaisquer sintomas que vocé apresente apenas hoje.

{marque cada sintoma experimentada).

Ausente | Ey ndo tive esse sintoma

Suave
dou

Eu tive esse sintoma ocasionalmente, mas na verdade nio me incomo-

Moderado | Ey tive esse sintoma algumas vezes, isso me incomodou um pouco

Grave Eu tive esse sintoma muitas vezes, isso me incomodou muito

Sintomas

Ausente Suave

Vocé sentiu niuseas (vontade de

vomitar) hoje!

Vocé chegou a vemitar hoje!

Vocé teve azia (queimagio) hoje?

Vocé teve abdominal hoje?

Voci teve dor de cabega hoje?

Vocé esteve sem félege hoje!

Vocé teve diarreia hoje!

4, Sevocé experi o5 segui como descreveria a intensidade! (Por favor
Intensidade Suave |Moderado | Grave
Mausea
Azia (queimacio)
Deor abdominal

5 Se vocé experimentou os sintomas abaixo, como descreveria o inconveniente

" (incdmodo)! (Por favor marque uma caixa para cada sintoma experimentado

Incémodo Suave Moderado | Grave
Miusea
Azia (queimagio)
Dor abdominal

6. Se ocorreram, quanto tempo duraram os seguintes sintomas?
Miusea _ horas ___ min
Agzia (queimagio) __ _horas _____ min
Dor abdominal __ horas ____ min

7. Se ocorreram, especifique quantas vezes voci experi o8 segui i hoje!
Miusea vezes
Azia (queimagio) vezes
Deor abdeminal vezEs

8. Quantos vezes voci hoje? vezes
lsso & normal para vocé? { ) Nio () Sim

. Vocé acredita que os seus sintomas provavelmente estio associados com o consumo do shake,

se nig, por favor, descreva por que.

{ ) Mo, porqué:
{ }Sim

Adaptado de: Pereira D.LLA. et al.
BMC Gastroenterol 2014;14:1-8.
doi:10.1186/1471-230X-14-103.

207



208

ANEXO C: Escala visual analégica (EVA) para sensagoes subjetivas do apetite

ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: VAS - APETITE (Folha 1/2)

Iniciais (nome): Data de aplicacao: / / Hora:

ID: Grupo: ( )DI ( )D2 ( ) D3 Intervengio: ( ) Inicial ( ) Final

Hordrio: ( )TO ( )Pésshake ( )Tl ()T2 ()T3 ()T4 ( )Ts

Pesquisador:

Quanta fome vocé sente, agoral

Eu nao estou com fome Eu nunca estive com tanta fome

Quio satisfeito vocé se sente?

Estou completamente vazio Totalmente cheio

Quaio cheio voce se sente!

Nem um pouco cheio Eu ndo consigo comer mais nada

Quanto vocé acha que poderia comer, agora?

Nada Muito
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ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: VAS - APETITE (Folha 2/2)

Sim, muito

Vocé gostaria de comer alguma coisa doce, agora?

Nao, nenhum pouco

Sim, muito

Vocé gostaria de comer alguma coisa salgada, agora!?

Nao, nenhum pouco

Sim, muito

Vocé gostaria de comer alguma coisa saborosa, agora?

Nao, nenhum pouco

Sim, muito

Vocé gostaria de comer alguma coisa gordurosa, agoral

Nao, nenhum pouco

Adaptado de: Flint, A.
doi:10.1038/sj.1j0.0801083.

et al.

Int J Obes Relat Metab Disord 2000;24:38-48.
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ANEXO D: Escala visual analégica (EVA) para palatabilidade

ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: VAS - PALATABILIDADE (Folha 1/2)

Iniciais (nome): Data de aplicacao: ! / Hora:

ID: Grupo: ( )DI ( )D2 ( ) D3 Intervengdo: ( ) Inicial ( ) Final

Pesquisador:

Aspecto visual

Bom Ruim

Aspecto visual

Bom Ruim

Aspecto visual

Bom Ruim

Aspecto visual

Bom Ruim
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ESTUDO
castanhas brasileiras

QUESTIONARIO: VAS - PALATABILIDADE (Folha 2/2)

Aspecto visual

Bom Ruim

Adaptado de: Flint, A. et al. Int J Obes Relat Metab Disord 2000;24:38-48.
doi:10.1038/sj.1j0.0801083.
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