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HASHIMOTO, L.L. Suplementacdo de minerais por meio da castanha-do-brasil
pode modular a microbiota intestinal de individuos saudaveis [Tese de
Doutorado]. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de S&o Paulo.
S&o Paulo, 2019.

A castanha-do-brasil € um alimento de alta complexidade nutricional, devido ao
alto teor de selénio, micronutriente com acao antioxidante e anti-inflamatoéria, e
de outros importantes componentes, como fibras, acidos graxos insaturados,
compostos fendlicos e diversos minerais, como zinco, cobre e magnésio. Essa
noz € amplamente consumida pela populagao brasileira e mundial e seus efeitos
a saude devem ser compreendidos em todas as vertentes. Até o momento, nao
eram conhecidos os efeitos da ingestdo dessa castanha na constituicdo de
bactérias intestinais, cuja relevancia vem sendo exponencialmente comprovada
na literatura nacional e mundial devido sua participacdo em importantes
processos no contexto saude e doencga. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a composigao da microbiota intestinal e o perfil de minerais (metaloma)
no organismo apos a ingestdo de castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
H.B.K.). Este estudo prospectivo foi composto por 97 individuos sem doengas
crénicas nao transmissiveis, de ambos os géneros, com idade média de 28,7 +
8,5 anos. Os participantes foram avaliados antes e apds a suplementagao de
uma unidade de castanha-do-brasil (~370 ug de selénio) por dia, durante 60 dias,
quanto ao status de minerais (plasma, eritrécitos e fezes), atividade da enzima
glutationa peroxidase (GPX), concentragdo de selenoproteina P (SEPP),
avaliagdo da ingestao alimentar (recordatério alimentar de 24 horas) e
caracterizagao do microbioma intestinal. Os dados brutos do microbioma foram
analisados por meio do software Quantitative Insight into Microbial Ecology
(v1.9.0) e a estatistica foi realizada utilizando o pacote R (v1.1.463). Nossos
resultados indicaram que a castanha-do-brasil melhorou significativamente o
status de selénio da populagdo, de acordo com o aumento expressivo das
concentragdes no organismo (plasma, eritrécitos e fezes) e de seus marcadores
funcionais (selenoproteina P e atividade da GPX) (p<0,0001). A intervengao
também alterou a concentragéo de outros elementos quimicos (cobalto, arsénio,
manganés, bario, chumbo, cobre, zinco, aluminio, ferro e magnésio) no plasma,
eritrocitos e fezes (p<0,001). Esse estudo foi inédito em reportar os efeitos da
intervengao com castanha-do-brasil na comunidade bacteriana intestinal. Apesar
da composigcédo global do microbioma intestinal n&o ter sido alterada apos a
ingestdo de castanha, a abundancia de géneros importantes a saude humana,
como Faecalibacterium, Bilophila e Bulleidia, foi aumentada. Além disso, o perfil
metalémico nas fezes também influenciou a constituic&do e distribuigcdo de grupos
bacterianos, apés o consumo da noz. Observamos também correlacées
significativas entre os minerais avaliados e as bactérias produtoras de acidos
graxos de cadeia curta, como Prevotella, Ruminococcus, Oscillospira e
Coprococcus. Portanto, pode-se concluir que a intervengédo com castanha-do-
brasil beneficiou a constituigdo e distribuicdo da microbiota intestinal e
evidenciou a influéncia do perfil metaldmico nas fezes sobre grupos bacterianos
importantes a saude humana.

Palavras chave: Castanha-do-brasil, microbiota, minerais, selénio, estado
nutricional.



HASHIMOTO, L.L. Mineral supplementation through Brazil nuts can modulate
the intestinal microbiota of healthy individuals [Doctoral Thesis]. Faculty of
Pharmaceutical Sciences - University of Sdo Paulo. Sao Paulo, 2019.

Brazil nut is a food of high nutritional complexity, due to the high selenium
content, micronutrient with antioxidant and anti-inflammatory action, and other
important components such as fibers, unsaturated fatty acids, phenolic
compounds and various minerals, like zinc, copper and magnesium. This nut is
widely consumed by the Brazilian and world population and its health effects must
be understood in all aspects. To date, the effects of ingestion of this nut on the
constitution of intestinal bacteria were unknown, whose relevance has been
exponentially proven in the national and world literature due to its participation in
important processes of health and disease. In this sense, the objective of this
work was to evaluate the composition of the intestinal microbiota and the mineral
profile (metalloma) in the organism after ingestion of Brazil nuts (Bertholletia
excelsa H.B.K.). This prospective study consisted of 97 subjects without chronic
noncommunicable diseases of both genders, with a mean age of 28.7 + 8.5 years.
Participants were evaluated before and after supplementation with one unit of
Brazil nut (~ 370 pg selenium) per day for 60 days for mineral status (plasma,
erythrocytes and feces), glutathione peroxidase (GPX), selenoprotein P (SEPP)
concentration, assessment of food intake (24-hour dietary recall) and
characterization of the intestinal microbiome. Raw microbiome data were
analyzed using Quantitative Insight into Microbial Ecology software (v1.9.0) and
statistics were performed using the R package (v1.1.463). Our results indicated
that Brazil nuts significantly improved the selenium status of the population,
according to the significant increase in concentrations in the body (plasma,
erythrocytes and feces) and its functional markers (selenoprotein P and GPX
activity) (p <0.0001). The intervention also altered the concentration of other
chemical elements (cobalt, arsenic, manganese, barium, lead, copper, zinc,
aluminum, iron and magnesium) in plasma, erythrocytes and feces (p <0.001).
This study was unprecedented in reporting the effects of Brazil nut intervention
on the intestinal bacterial community. Although the overall composition of the
intestinal microbiome did not change after ingestion of nuts, the abundance of
genera important to human health, such as Faecalibacterium, Bilophila and
Bulleidia, was increased. In addition, the metallomic profile in faeces also
influenced the constitution and distribution of bacterial groups after nut
consumption. We also observed significant correlations between the evaluated
minerals and short chain fatty acid producing bacteria, such as Prevotella,
Ruminococcus, Oscillospira and Coprococcus. Therefore, it can be concluded
that the intervention with Brazil nuts benefited the constitution and distribution of
the intestinal microbiota and evidenced the influence of the fecal metallomic
profile on bacterial groups important to human health.

Keywords: Brazil nuts, microbiota, minerals, selenium, nutritional status.



SUMARIO

O 1V 130 01U oY o TN 20
2 REVISAO DA LITERATURA ...t ns s sse e se s s e sse s ssnas 23
2.1 CASTANHA-DO-BRASIL ...ouutiiiieeee e 24
241 SELENIO ..., 25
2.1.2 0UTROS MINERAIS.... .o 31
2.2.1 MICROBIOMA INTESTINAL. ... 34
2.3 O PAPEL DOS MINERAIS NO MICROBIOMA .......ccooeiiiieiieieeieee 39

O (=0 3 i 1] 48
4 OBUJETIVOS.......ooo s s e s s e s e e e s e s s s s s s s s s s s e e e e e e e e e e s e nnnnnnnnnnnn 50
(=Y = | ST 51
ESPECITICOS ... 51

LR 03 X<1 U1 5 o N 52
5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL......oiiiiiiiiiieeeieeeeeeieeee e 53
5.2 ASPECTOS ETICOS E SELECAO DOS PARTICIPANTES.................... 53
5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO ..., 54
8 IMETODOS..... ..ot 54
6.1 CARACTERIZACAO DA CASTANHA-DO-BRASIL .....ooveveeeeeeeeeeeeen 54
6.2 AVALIACAO ANTROPOMETRICA ..., 55
B.2.1 PSSO i 55
B.2.2 Estatura ... 55
6.2.3 indice de Massa COrpOrea ..............ooeeeeeeeeieeeeee e, 56

6.3 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO ..o, 56
4.9.1 SANQUE ..ot 56
4.0, 2 FOZES .ot e 56

6.4 CONTROLE DE CONTAMINACAO ... 57
6.5 ANALISES BIOQUIMICAS .......cooeieeeeeeeeeeceeeeeeeee e 57
6.5.1 Concentracdo de minerais no plasma, nos eritrocitos e nas fezes..57
6.5.2 Atividade enzimaticada GPX..........ccooiiiiiii e, 57
6.5.3 Concentracao plasmatica de SEPP .............cooiiii 57
6.5.4 Concentragdo séricade LBP............oeeiiiiiiii 58

6.6 AVALIACAO DA INGESTAO ALIMENTAR .......miiiee e 58
6.7 ANALISE DA COMPOSICAO DA MICROBIOTA INTESTINAL ............ 58
6.8 ANALISE DE BIOINFORMATICA......oeeoeee e, 59
6.9 ANALISE ESTATISTICA ..., 61

7 RESULTADOS ... s s e 62



7.1 CARACTERIZAGCAO DA CASTANHA-DO-BRASIL .......vveeeeieiiiinnn. 63

7.2 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO .......cevveenne.. 64
7.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS ... 66
7.4 INGESTAO ALIMENTAR ..ot 70
7.5 CARACTERIZACAO DA MICROBIOTA INTESTINAL ...oooveiiiieee 71
7.5.1 Dados descritivos do microbioma ............ccccoooviiiiiiii i, 71
7.5.2 Influéncia da castanha-do-brasil e dos marcadores bioquimicos na
composicao global da microbiota ...............eeeeiiiiiiii e 71
AT T = o] (=T o] 1] oo - 76
7.5.4 Alfa diversidade ..........ccooooiiiiii i 78
7.5.5 Associacao entre géneros e parametros bioquimicos ..................... 80
7.5.6 OTUS QUE MUAAIAM ......uuiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e e e e e e s e s e e e e eeaaeas 83

8.1 A CASTANHA-DO-BRASIL ..ottt 88
8.2 INFLUENCIA DA CASTANHA-DO-BRASIL NOS MARCADORES
BIOQUIMICOS..... ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaa e 90
8.3 EFEITOS DA INGESTAO DE CASTANHA-DO-BRASIL NO
MICROBIOMA INTESTINAL. ..ottt 96
9 CONCLUSOES ... rmessssssssssssssssssessssnsn s e snesnsnnsnnens 107
10 REFERENCIAS ......oieeiiieei e e eeae s e s e eea s e e s s eeas s e san s s e sanseaeas 110
7N =1 N[0 [0 = 121
ANEXOS ...t s s e e s s e e e e e e e e e e e e e neeannnnnnnananaanaan 122
ANEXO 1. Questionario de caracterizagao da populagao. ........cccccceerrrnnn. 123
ANEXO 2. Orientacdes para participagao da pesquisa.........ccceeeeeemnnnnnnnnnns 125
ANEXO 3. Parecer Consubstanciado — CEP/FCF/USP..........cccccccmrrerrrnnnn. 126
ANEXO 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.......................... 130
ANEXO 5. Ficha de recordatoério alimentar de 24 horas. ........................... 132

ANEXO 6. FIicha dO @lUNO ...c..eeeieeeiee e e e e e e s s smsmsmnemnemnenns 133



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

LISTA DE FIGURAS

Vias metabdlicas de selénio dietético em humanos. Séo
Paulo, 2019.

Esquema simplificado do metabolismo de selénio no
organismo humano. Sao Paulo, 2019.

Distribuicdo de formas conhecidas de selénio em bactérias.
S&o Paulo, 2019.

Ocorréncia e composicao de selenoproteoma em

bactérias. Sao Paulo, 2019.

Modelo proposto da homeostase de selénio em bactérias
(Adaptado de LIN, 2015). Sao Paulo, 2017.

Distribuicdo percentual dos participantes segundo
marcadores do status de selénio. Sdo Paulo, 2019.

Distribuicdo das amostras de acordo com o tempo,
utilizando as matrizes de distancia UniFrac unweighted (a)
e weighted (b). Sao Paulo, 2019.

Grafico de coordenada principal segundo concentragao de
selénio nas fezes no TO e T1, construido com as distancias

UniFrac weighted (a) e unweighted (b). Sao Paulo, 2019.

Grafico de coordenada principal segundo concentragao de
minerais nas fezes, construido com as distancias UniFrac
weighted (a) e unweighted (b) de ambos os tempos
(n=194). Sao Paulo, 2019.

Analise de coordenada principal dos enterdtipos
identificados. Sao Paulo, 2019.

Correlagdes entre métricas de alfa diversidade e
marcadores bioquimicos em ambos os tempos. Sao Paulo,
2019.

Pagina

28

28

45

44

46

67

72

74

75

76

81



Figura 12.

Figura 13.

Tabela 1.

Tabela 2

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Correlagédo entre a variagdo (delta) da abundéncia de
géneros e biomarcadores avaliados entre os tempos. Séo
Paulo, 2019.

Regressé&o linear entre minerais nas fezes e os géneros
modificados com a suplementacédo de castanha-do-brasil.
S&o Paulo, 2019.

LISTA DE TABELAS

Estudos nacionais sobre o estado nutricional de
populagdes saudaveis. Sdo Paulo, 2019.

Caracteristicas de importantes minerais da castanha-do-
brasil. Sdo Paulo, 2019.

Composicédo centesimal e concentracdo de minerais das
castanhas-do-brasil utilizadas na intervengdo do estudo.
S&o Paulo, 2019.

Perfil de acidos graxos da castanha-do-brasil. S&o Paulo,
2019.

Dados descritivos dos participantes do estudo. Sao Paulo,
2019.

Marcadores de selénio na populacao de estudo. Sdo Paulo,
2019.

Concentragdo dos minerais avaliados no plasma, nos

eritrocitos e nas fezes. Sao Paulo, 2019.

Ingestdo alimentar habitual dos individuos antes e apos a
suplementagao. Sao Paulo, 2019.

83

85

Pagina

30

32

63

64

65

67

70



Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Resultados da PERMANOVA em relagao a microbiota e
marcadores bioquimicos. Sao Paulo, 2019.

Comparagbes das variaveis bioquimicas entre os
enterétipos. Sao Paulo, 2019.

Abundancia relativa da microbiota em diferentes niveis
antes e apds da suplementacao de castanha-do-brasil. Sdo
Paulo, 2019.

indices de alfa diversidade das amostras antes (T0) e ap6s
(T1) a intervencéo. Sao Paulo, 2019.

Estudos com suplementagcdo de castanha-do-brasil e

status de selénio realizados no Brasil. Sdo Paulo, 2019.

Estudos de intervengcdo com oleaginosas na composi¢cao
do microbioma. Sao Paulo, 2019.

72

77

78

80

92

102



(CHs)2Se
(CH3)sSe”
AGCC
Al
ANVISA
AOAC
As

Ba

Cd
CHsSec
CH3zSeH
Co
CTR1
Cu
DMT1
DNA
DRI
EDTA
EER
EFSA
ELISA
EFSec
Fe
GPX
GSH
GSSeSG
H.Se

Hb
HCP1
HDL
HGAAS

HSePO,*
ICP-MS

IMC (BMI)
IOM

K+

LDL

LG

LBP

Mg

Mn
mnm?®s2U
Mo
MsrB1
Na*

OMS

LISTA DE ABREVIATURAS

Dimetilselenido

fon trimetilselénio

Acidos graxos de cadeia curta

Aluminio

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Association of Official Analyctical Chemists
Arsénio

Bario

Cadmio

Metilselenocisteina

Metilselenol

Cobalto

Transportador de cobre

Cobre

Transportador de metais bivalente 1
Acido desoxirribonucleico

Dietary Reference Intakes

Acido etilenodiamino tetra- acético
Estimated energy requeriment
European Food Safety Authority
Enzyme-linked immunosorbent assays
Fator de elongacgao especifico da selenocisteina
Ferro

Glutationa peroxidase

Glutationa reduzida

Selenodiglutationa

Selenido

Hemoglobina

Proteina carreadora de heme

High Density Lipoproteins
Espectrofotometria de absorgédo atébmica por geragao de
hidretos acoplados a cela de quartzo
Selenofosfato

Espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado

indice de Massa Corpérea

Institute of Medicine

fon potassio

Low Density Lipoproteins

Livre de germes

Lipopolissacarideo

Magnésio

Manganés
5-metilaminometil-2-tiouridina
Molibdénio

Metionina-R-sulfoxido redutase

fon sadio

Organizagdo Mundial da Saude



Pb
PCR
RDA
RNAr
RNAmM
RO
SBP2
Se
Sec
Sec-tRNAIserlsec:
SECIS
SelA
SelB

SelD
SelU
SELK
SeMet
Se0>
SEP15
SEPP
SM

Sr

T0

T1
YbbD
YqeB
YqeC
Y-glutamil-CH3Sec
ZIP

Zn

Znt

Chumbo

Reacdes de polimerase em cadeia
Ingestéo diaria recomendada

RNA ribossomal

RNA mensageiro

Rondbnia

Substrate-binding protein

Selénio

Selenocisteina

RNA transportador de selenocisteina
Sequéncia de insergao de selenocisteina
Selenocisteina sintase

Fator de elongamento especifico para selenocisteina em
bactérias

Selenofosfato sintetase
5-metilaminometil-2-selenouridina
Selenoproteina K

Selenometionina

Didxido de selénio

Selenoproteina 15

Selenoproteina P

Salario minimo

Estréncio

Tempo O

Tempo 1

2-selenouridina sintase

Proteina ndo caracterizada

Proteina ndo caracterizada

Y -glutamilmetilselenocisteina
Proteina de transporte e importagcéo de zinco
Zinco

Transportador de zinco



INTRODUCAO




1. INTRODUGAO

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) € um alimento nacional
de grande importancia socioecondmica e nutricional. Além de ser fonte geradora
de empregos e renda na regido amazobnica, essa castanha € notavel por seu
consumo disseminado pela populagao brasileira e mundial. Nutricionalmente, a
castanha-do-brasil se destaca pelo alto conteudo de selénio e tem sido adotada
como uma alternativa alimentar de suplementagdo desse micronutriente. A
composicao da castanha também apresenta compostos fendlicos, acidos graxos
insaturados, fibras e outros minerais, como zinco, ferro, bario e cobre (MOREDA-
PINEIRO et al., 2016; CARDOSO et al., 2017).

A relevancia do selénio para saude humana se da por sua incorporagao
no aminoacido selenocisteina, presente nas 25 selenoproteinas identificadas
atualmente no genoma humano. Entre elas, a classe das glutationas peroxidases
(GPX) desempenha agao fisiolégica mais importante, responsavel por catalisar
a reducao de peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos organicos em agua e os
correspondentes alcoois (GLADYSHEV et al., 2016).

Apesar de estarem presentes em pequenas concentragdes, a ampla
variedade de elementos traco adiciona outras propriedades a castanha-do-
brasil, tais como participagbes em eritropoese, regulagdo da ATP, metabolismo
de carboidratos, proteinas e lipideos, formacao 6ssea e de vasos sanguineos,
modulagdo do sistema imune, entre outras. Devido a essas caracteristicas, a
castanha pode ser utilizada para enriquecer nutricionalmente a dieta e auxiliar
na manuteng¢ao da saude, na reducao do risco de desenvolvimento de doencas
cronicas nao transmissiveis e/ou complementar o tratamento de doengas ja
existentes (RAYMAN, 2008).

Além disso, os componentes de nozes foram considerados substratos
prebiodticos para o microbioma intestinal (LAMUEL-RAVENTOS e ONGE, 2017).
A microbiota intestinal exerce agdes fundamentais nos processos de digestéo e
absorcdo de nutrientes, sintese de vitaminas, metabolizagcdo de xenobidticos,
protecdo contra bactérias patogénicas, homeostase do epitélio intestinal, entre
outras (JANDHYALA et al.,, 2015). Em troca, o organismo fornece nutrientes

utilizados pelas bactérias para respiragao celular, produgcdo de energia,
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transferéncia e armazenamento de elétrons, garantindo seu crescimento e
sobrevivéncia (LOPEZ e SKAAR, 2018). A relagdo microbiota-hospedeiro em
homeostase € nomeada simbiose e tem sido associada com a promogao ou
reestabelecimento da saude intestinal, possivelmente reduzindo o risco de
desenvolvimento e/ou auxiliando no tratamento de doencas (OTTMAN et al,,
2012; AZIZ et al., 2013; CANFORA et al., 2019; FRANZOSA et al., 2019).

Por tais aplicagdes, estratégias nutricionais tém sido investigadas com o
intuito de modular o ecossistema bacteriano. Alteragdes na composicdo de
macronutrientes ou da dieta ja foram descritas como eficazes na alteragao da
constituicdo e atividade metabdlica da microbiota e isto, por sua vez, tem efeitos
nas respostas imunes e inflamatoérias do hospedeiro (WU et al., 2011; SCOTT et
al., 2013; DAVID et al., 2014). A disponibilidade de micronutrientes no célon é
também um fator determinante para replicacdo de bactérias e sua atividade
metabdlica e/ou viruléncia (LOPEZ e SKAAR, 2018). Nos ultimos anos, estudos
metagendmicos forneceram esclarecimentos significativos sobre o metabolismo
e a homeostase de metais em bactérias, como selénio, zinco, cobre, ferro,
niquel, cobalto e molibdénio (ZHANG et al., 2006, 2008, 2009; ZHANG e
GLADYSHEYV, 2008a, 2009, 2010; ZHANG, YING e XU, 2019).

Nesse contexto, a investigacédo dos efeitos do consumo de castanha-do-
brasil na microbiota intestinal € de extrema relevancia, visto o potencial
modulador de seus nutrientes na composicdo de bactérias do intestino,

beneficiando a saude intestinal e global do individuo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CASTANHA-DO-BRASIL

A castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) tem sido foco de
estudos que avaliam desde sua composigdo quimica até os efeitos de sua
ingestdo em condicdbes de saude e doenga, sendo associada a efeitos
antioxidantes, anti-proliferativos e anti-inflamatoérios (CARDOSO et al., 2017).
Somado-se a isso, essa noz € um alimento nacional de alto impacto
socioecondmico, pelo grande volume de produgdo no Brasil, além de ser
amplamente consumida pela populacéo brasileira e mundial.

Integrante da familia Lecythidaceae, a castanheira-do-brasil (Bertholletia
excelsa H.B.K.) € uma planta acumuladora de minerais, cujas principais
caracteristicas sao alta taxa de absorcdo de metais pesados, rapida
translocacao da raiz para as partes aéreas da planta e maior capacidade de
desintoxicar e sequestrar metais pesados nas folhas. Tais processos sao
determinados pela superexpressdo de genes que codificam transportadores
transmembranares (RASCIO e NAVARI-1ZZ0O, 2011).

Em sua composigdo, a castanha-do-brasil contém alto conteudo de
lipideos (60 a 70%), sendo que cerca de 75% dos acidos graxos presentes séo
mono e polinsaturados, os quais contribuem para efeitos benéficos, como
reducao da colesterolemia total e resisténcia da LDL a oxidacao (PIRES, 2012;
COLPO et al., 2013; COLPO et al., 2014). Contudo, a quantidade de gordura
ingerida em uma castanha corresponde a aproximadamente 3 g, o que se torna
irrelevante frente ao total adquirido pela dieta.

Estudos recentes também reportaram a presenga de compostos bioativos
na castanha-do-brasil, como os compostos fendlicos, porém os dados
quantitativos ainda sao escassos (PIRES, 2012; YANG, 2009). Pires (2012)
verificou a presenca de 3,98 mg de fendlicos por grama de castanha-do-brasil, o
que corresponde a cerca de 19,9 mg por noz. Esses compostos contribuem para
a capacidade antioxidante desse alimento, assim como promovem beneficios
relacionados a fung¢ao cardiovascular, modulando parametros vasculares, perfil
lipidico, estresse oxidativo, inflamagéao e fungao endotelial (KEMPERMAN et al.,
2013).
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Essa noz apresenta quantidades relativamente pequenas de fibras e
minerais, como manganés, cobre e ferro (FREITAS e NAVES, 2010; PIRES,
2012; COLPO et al., 2013; COLPO et al., 2014). No entanto, em comparagéao a
outros tipos de nozes, a castanha-do-brasil se destaca pela maior capacidade
de assimilar e acumular selénio em sua matriz alimentar, sendo a melhor fonte
desse mineral na natureza (WHITE, 2016). Em vista disto, tem sido utilizada
como uma alternativa de suplementacao alimentar desse elemento (RAYMAN,
2008; YANG et al., 2009).

2.1.1 SELENIO

O selénio € um micronutriente essencial para diversas fungdes na saude
humana, por meio de sua incorporagdo no aminoacido selenocisteina (Sec),
presente nas 25 selenoproteinas identificadas atualmente no genoma humano.
Atribuem-se a elas as fungdes de regulagdo do metabolismo de horménios
tireoidianos, participagdo na sintese de DNA, modulagdo da resposta imune e
da fertilidade, remogéao de perdxidos que promovem danos as células, regulagéo
da sinalizagao redox, transporte e armazenamento de selénio, entre outras
(WEEKS et al., 2012; GLADYSHEYV et al., 2016).

Destaca-se como a acgao fisiolégica mais importante do selénio sua
participagcdo em processos do sistema de defesa antioxidante, sendo
principalmente desempenhada por meio das glutationas peroxidases (GPX).
Esta classe de selenoproteinas € responsavel por catalisar a redugao de
peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos orgénicos em agua e o0s
correspondentes alcoois, tipicamente utilizando a glutationa (GSH) como
redutor. Em humanos, foram identificadas 5 isoformas de GPX, dentre as quais
a glutationa peroxidase-1 (GPX1) é a principal mediadora dos efeitos protetivos
do selénio contra o estresse oxidativo (GLADYSHEYV et al., 2016).

Para garantir o funcionamento 6timo das selenoproteinas, € necessario
que haja o suprimento adequado de selénio pela dieta. O estabelecimento de
recomendagdes de ingestao para este mineral foi baseado na maximizagéo da
atividade da GPX, uma vez que esta atinge um platd no plasma. A
recomendagao de ingestdo diaria atualmente utilizada é de 55 pg/dia para
adultos (IOM, 2000). Entretanto, estudos mais recentes indicaram que a

selenoproteina P pode ser um melhor biomarcador para a avaliagdo da ingestéo

25



alimentar de selénio e de seu status no organismo (HURST et al., 2013; KIPP et
al., 2015). Recentemente, a European Food Safety Authority (EFSA) revisou as
recomendacgdes dietéticas para esse mineral e concluiu que o valor proposto
pelo Institute of Medicine (2000) nao seria suficiente para atingir o platd de
selenoproteina P. Assim, propuseram que 70 pg/dia seria um valor mais
adequado de acordo com esse parametro (EFSA, 2014).

O selénio entra na cadeia alimentar por meio das formas inorganicas,
como selenito e selenato, e orgénicas, como selenometionina (SeMet),
selenocisteina (Sec) e outros analogos de aminoacidos sulfurados. A SeMet é o
principal composto presente nos alimentos, sendo sintetizado apenas por
plantas e incorporado inespecificamente como mimético do aminoacido
metionina. De acordo com estudos de especiacdo, esta € forma de selénio
predominante na castanha-do-brasil (SILVA et al., 2013). A selenocisteina pode
ser sintetizada por animais e alguns microrganismos e incorporada a
selenoproteinas. As formas inorganicas sao encontradas em alimentos
fortificados e suplementos alimentares (COMBS, 2015). As fontes alimentares
com maior teor de selénio sdo os alimentos de origem animal e alguns de origem
vegetal, como brocolis, gréos integrais e castanha-do-brasil, a qual é
considerada sua melhor fonte devido ao alto teor e 6tima biodisponibilidade
desse mineral (SILVA et al., 2013).

O teor de selénio nos alimentos é dependente da sua concentracdo no
solo de cultivo, que varia de acordo com as caracteristicas geoldgicas e
geograficas, fatores climaticos, capacidade da planta de assimilar e acumular
selénio e atividade microbiana no solo (RAYMAN, 2008). A concentragao de
selénio presente no solo de diferentes regibes, até de um mesmo pais, pode
ocorrer de forma heterogénea, como exemplificado no estudo de Shaltout et al.
(2011). Estes autores observaram que feijées cultivados no estado de S&ao Paulo
apresentavam concentracdes de selénio inferiores as variedades cultivadas no
estado do Ceara, onde os solos apresentam maiores concentragdes de selénio.

Mesmo avaliando uma unica regido do pais, observam-se diferencas no
teor de selénio dos alimentos produzidos. Castanhas-do-brasil cultivadas no
estado do Amazonas variam sua concentragao de 25 a 115 ug selénio/g, devido
as diferentes condi¢des ambientais em safras distintas (ROCHA, 2009;
COMINETTI et al., 2012; PIRES, 2012). Um estudo recente realizado em nosso
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laboratério avaliou as concentracbes de selénio de castanhas-do-brasil
comercializadas em diferentes localidades do pais. No estado de Sao Paulo, as
castanhas variaram de 29,0 a 241,9 pg por noz, o que implica na quantidade a
ser ingerida pela populagao.

O selénio proveniente da dieta geralmente € bem absorvido pelo
organismo, porém este processo depende da forma em que o mineral se
encontra. Considera-se que as formas organicas possuem maior
biodisponibilidade e retengdo no organismo. A absorgéo de selenito depende de
um gradiente Na*/K* e ATPase, ja para o selenato ocorre principalmente no
duodeno por difusdo simples. Por sua vez, a SeMet é absorvida no intestino
delgado mediada por um transporte duplo ativo de Na* e aminoacidos neutros.
Além disto, a SeMet pode ser incorporada diretamente em proteinas por meio
de substituicdo da metionina. Quanto a Sec, sua absorcdo esta diretamente
relacionada a sua incorporagéo nas selenoproteinas (SUZUKI et al., 2005).

Apds a absorgédo, as diferentes formas de selénio seguem por vias
metabdlicas distintas, que convergem em um metabdlito central, o selenido de
hidrogénio (H2Se), formando um pool de selénio no figado (Figuras 1 e 2). A partir
desse local, o selénio é direcionado a trés possiveis destinos: transporte, sintese de
selenoproteinas ou excregdo (Figura 2). O selénio circulante esta presente
predominantemente sob a forma de selenoproteina P e € transferido como residuos
de selenocisteina para a sintese de outras selenoproteinas nos tecidos.

O processo de sintese de selenoproteinas apresenta um recurso especial
na fase de traducdo, a qual é caracterizada pela recodificagcdo do stop codon
UGA para ser lido como um coédon sense, a fim de incorporar a selenocisteina
nas proteinas. Para isto, € necessario um conjunto de estruturas secundarias
especificas nas regides 3’ ndo traduzidas, denominadas elementos de sequéncia
de insergao de selenocisteina (SECIS), as quais recrutam uma proteina ligadora
de SECIS denominada SBP2 (Substrate-Binding Protein), que age na captagao
do fator de elongacgéo especifico da selenocisteina (EFSec) e de seu tRNA
cognato (tRNASec). A maioria dos RNAm das selenoproteinas, exceto a SEPP,
contém um unico residuo de selenocisteina por cadeia peptidica (REEVES e
HOFFMANN, 2009; KOSSINOVA et al., 2013).

27



Figura 1. Vias metabdlicas de selénio dietético em humanos. Sao Paulo, 2019.
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Legenda: SeMet: selenometionina; Sec: selenocisteina; GSSeSG: selenodiglutationa;
y-glutamil-CHsSec: y-glutamilmetilselenocisteina; H.Se: selenido de hidrogénio;
HSePO,*: selenofosfato; CHsSec: metilselenocisteina; CHzSeH: metilselenol; (CHs)zSe:
dimetilselenido; SeO,: diéxido de selénio; (CHs)sSe™: ion trimetilselénio. Fonte:
Adaptado de RAYMAN et al. (2008) e COMBS (2015).

Figura 2. Esquema simplificado do metabolismo de selénio no organismo
humano. S&o Paulo, 2019.
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Legenda: SEPP: selenoproteina P; Sec-tRNAF®: RNA transportador de
selenocisteina. Fonte: Adaptado de COUSINS et al. (2016) e BURK e HILL (2015).
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O status de selénio no sangue pode ser avaliado por meio de
biomarcadores diretos e indiretos. Na categoria de parametros diretos, Combs
(2015) classifica os que fornecem informagdes diretas sobre a fungao fisioldgica
do mineral no organismo, como GPX1, GPX3 e SEPP. A GPX1 pode ser avaliada
nos eritrécitos, linfécitos e células bucais e a GPX3 e SEPP s&o as principais
selenoproteinas encontradas no plasma. A atividade dessas enzimas e a
concentragdo de selénio no sangue podem ser utilizadas para identificar o risco
nutricional e sdo diretamente influenciadas pela ingestdo alimentar desse
micronutriente. Os biomarcadores indiretos de selénio fornecem informacgdes por
meio de inferéncias baseadas na ingestdo alimentar do mineral e nas
concentragdes nos tecidos, urina e fezes (COMBS, 2015).

Estudos nacionais avaliaram o estado nutricional relativo ao selénio de
populagbes de diferentes regides (DONADIO, 2011; COLPO et al., 2013;
ROCHA et al.,, 2015). Em um trabalho realizado em Sao Paulo com 124
individuos adultos sem doencgas cronicas nao transmissiveis, observou-se que a
maior parte dos participantes estavam deficientes em selénio, como indicado
pelas concentragbes médias do mineral no plasma, abaixo dos valores de
referéncia propostos para essa populagdo (THOMPSON, 2004) (Tabela 1).
Estes dados refletiram a ingestao dietética deficiente em selénio, presente em
57% dos individuos do estudo (DONADIO, 2011). Em contrapartida, Santos
(2013) retratou que individuos adultos residentes em Fortaleza (CE), onde o solo
possui maior teor de selénio, apresentaram ingestdo média de 76,9 pg
selénio/dia, sendo inadequada em apenas 15,1% da amostra, o que resultou em
concentragcbes meédias plasmaticas e eritrocitarias dentro dos valores de
referéncia para a maioria dos participantes. O fato do solo de Sao Paulo
apresentar baixa concentracdo de selénio pode explicar parcialmente tal
diferenga entre a populagéo.

Contudo, sabe-se que as escolhas alimentares também sao
determinantes para o status de selénio, o que pode justificar a diferenga nos
biomarcadores desse elemento entre as populagdes de Sdo Paulo (Tabela 1).
Da mesma forma, foi observada diferenca significativa na ingestdo alimentar e
nos parametros bioquimicos de selénio entre criangas de duas regides de
Ronddnia (ROCHA et al., 2014).
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Tabela 1. Estudos brasileiros sobre o estado nutricional de populacdes

saudaveis. Sao Paulo, 2019.

Se Atividade da Ingestio

Estudo Populagdo Se(pla/i;na eritrocritos GPX alimentar

Hg (uglL) (Ulg Hb) (ug/dia)
DONADIO 124 adultos (SP)  54,1+225  56,1+444  402+17,6  412+492*
etal., 2011
ZD(%AD'O’ 116 adultos (SP) 96,7 +29.6  1843+87.4  645+183 ;
%1N3TOS’ 176 adultos (CE)  62,6+11,5  101,5+211  386+137 76,9 +475*
ROCHA 11 criangas (RO)  189,1+58,7  235,0 + 105,6 - 179,0 + 207,0¥
etal, 2014 39 criancas (RO) 41,9+187 97,6 +26,3 - 41,8 + 33,4¥
ROCHA 149 mulheres .
ot al. 2016 (RO) 498+193  77,4+305  452+20,5  48,8+204
Valores de 1 2 3 N
oferéncias 78,9 94,7 90 - 190 27,5-73,6 23¥/ 55

Legenda: "THOMPSON, 2004; 20RTUNO, 1997; *Referéncia do kit comercial utilizado.
¥Ingestao dietética recomendada para criangas (IOM, 2000). *Ingestdo dietética
recomendada para adultos (IOM, 2000). Se: selénio; GPX: glutationa peroxidase.

Estudos epidemiologicos e clinicos tém relacionado a deficiéncia de
selénio com o risco de desenvolvimento e/ou progressdo de doengas, como
cancer, diabetes mellitus tipo 2, doengas neuroldgicas, cardiovasculares,
infecgdes, entre outras (BROWN e ARTHUR, 2001; PETERS et al., 2007;
RAYMAN, 2008). Estudos brasileiros observaram deficiéncia de selénio em
diferentes populagdes, incluindo pacientes renais cronicos em hemodialise, com
doencga de Alzheimer, obesidade, leucemia linfocitica aguda, diabetes mellitus
tipo 1, sindrome de Turner e em choque séptico (STOCKLER-PINTO et al., 2015;
CARDOSO et al.,, 2016; COMINETTI et al., 2012; ALMONDES et al., 2014;
PIRES, 2012; PIRES et al., 2017; COSTA et al., 2014).

Em vista da prevaléncia de deficiéncia de selénio na populacdo e do
consequente aumento do risco de desenvolver doencgas, a suplementacédo de
selénio € uma boa estratégia para melhorar o estado nutricional relativo a este
mineral. Pragmantidis et al. (2008) avaliaram o efeito da suplementagédo com 100
Mg Se/dia por 6 semanas em 39 participantes ingleses sem doenga e observaram
aumento de 18,5% (93,9 + 1,7 para 111,3 £ 2,0 ug/L) na concentragao de selénio

no plasma (p<0,001) e mudangas na expressao de algumas selenoproteinas,
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como selenoproteina 15 (SEP15) e K (SELK). Concluiu-se que a suplementagao
de selénio pode levar ao aumento da regulagdo de varios genes envolvidos na
biossintese de proteinas, o que reflete em maior sintese de selenoproteinas com
aumento de sua atividade em linfocitos.

No estudo de Cominetti et al. (2012), apds a suplementagéo de selénio
com castanha-do-brasil (290 ug) por oito semanas em mulheres obesas,
observou-se aumento das concentragdes plasmaticas (55,7 + 13,3 para 132,5 +
34,9 ug/L) e eritrocitarias (60,5 + 22,6 para 205,9 + 42,0 pyg/L) do mineral
(p<0,0001), bem como da atividade eritrocitaria da GPX (36,6 + 17,1 para 53,6
+ 20,4 ug/g Hb) (p<0,0001). Da mesma forma, a suplementagdo com uma noz
de castanha-do-brasil, cuja concentragdo média de selénio era de 290,5 ug, por
3 meses, promoveu aumento significativo da concentragao de selénio no plasma,
de 17,0 £ 15,1 para 158,1 + 87,2 pg/L (p<0,0001), e da atividade da GPX, de
33,6 £ 51 para 40,0 + 8,5 nmol/mL/min (p<0,0001) em 40 pacientes em
hemodialise (STOCKLER-PINTO et al., 2014). Observa-se, portanto, aumento
da atividade de enzimas selenodependentes apos a suplementagéo de selénio
por meio da castanha-do-brasil, indicando que o status funcional de selénio pode
ser melhorado por meios nutricionais.

O estado nutricional relativo ao selénio dos individuos €, portanto,
influenciado por diversos fatores, como a eficiéncia dos processos bioldgicos de
digestao, absorgéo e sintese de selenoproteinas, assim como pela composi¢ao da
dieta, interacdo de selénio com outros minerais, presenca de doencgas, estado
nutricional prévio do individuo relativo ao nutriente, presenca de variagdes nos
genes de selenoproteinas, competicdo do mineral com a microbiota intestinal, entre
outros (COMBS, 2011). Entre esses fatores, a relagéo entre microbiota e status de
selénio ainda é pouco explorada.

2.1.2 OUTROS MINERAIS

Apesar de estarem presentes em pequenas concentragbes, a ampla
variedade de elementos tragco adiciona outras propriedades a castanha-do-
brasil. Destacaremos nesta revisdo os minerais ferro, zinco, cobre e metais
como cadmio. As informagdes sobre o metabolismo e as funcdes de cada

elemento estao resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas de importantes minerais da castanha-do-brasil. Sdo Paulo, 2019.

Minerais Fung¢6es/importancia Absorcgao Fontes RDA Excregao Deficiéncia Toxicidade Interagao com

nutrientes

Selenose (unhas e
Integrante da enzima  Maior parte no duodeno.

o . Castanha-do- Doenca de Keshan EETSI0D T,
antioxidante glutationa SeMet e Sec: . AU ; alteracoes .
. a brasil, carnes, . (cardiomiopatia) e ; o Associado
o peroxidase, horménio transportadores de - Urina e ; gastrointestinais, )
Selénio = . o NN o ovos, brocaolis, 55 ug de Kashin-Beck - negativamente com
tireoidiano deiodinase, aminoacidos; selenito: rH0s intearais fezes (osteoartrite erupgdes metais pesados
entre outras processo ativo; selenato: 9 grais, . cutaneas, odor de P
, P outros endémica)
selenoproteinas. difusdo simples alho na
respiracao).
Deposicéo em
orgéos vitais = .
Cofator de proteinas Homens: 8 (figado, coracao, A tl)sorcao’au_men’ta_da.
L - N acido ascorbico, acidos
responsaveis pelo Carne vermelha mg; pancreas € organicos, proteina da
transporte de oxigénio  Maior parte no duodeno. mitidos. frutos d<’) Mulheres: glandulas gcarne' A%sor 50
(hemoglobina, Ferro ndo heme: DMT1 e ’ . 18 (19 a Urina e Maior causa de enddcrinas), Lo —L ~
Ferro . . . ; . mar, vegetais : A diminuida: competicao
mioglobina), sintese de lipocalina-2. d 50 anos) fezes anemia estresse oxidativo, la ab 50 através d
DNA, producao de Ferro Heme: HCP1 verdes tescuro, ou 8 mg aumento do risco peDalvla_I_1sor_(;ao a rat\)/es °
energia e respiragao ete (acima de de cancer, cirrose cobal(tfal)n %(;(’acl:gtors ©
celular. 51 anos) hepatica, doencas fosfatos fit;ra aIimen’tar
degenerativas, ’ '
etc.
3 importantes papéis:
catalitico (mais de 300 Anorexia,
enzimas responsaveis disfungodes
pela sintese de DNA, imunolégicas e . ~ S
) . Carne vermelha, . X . Nauseas e Absorcado dminuida:
desenvolvimento fetal, Maior parte no duodeno. Homens: Fezes, gastrointestinais, : ; S - . Y
etc), estrutural Transportadores de zinco UEE U [EL, 11 mg; rincipalm  lesdes cutaneas UEEE, El CENDE  ELEE, T0EE © e
e (prc;tefnas de sao gas familias ZnT e frEee s 2 Mulher%s P entep e comprometimenté) SEBITEEiEls (R o8 Comlnes
repllicacdo do DNA) e ZIP. cereals 8 mg urina de crescimento e graves e |nsquve|s);. M@
4 - fortificados . hemorragias aumentada: Proteinas
regulatério (regulagao desenvolvimento
da atividade e de criangas,

estabilidade de

infecgdes, etc
proteinas)
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Constituinte de
enzimas com atividade
de oxidagao e reducao,

respiracao celular,
oxidagao e transporte
de ferro, formacao de
pigmentos, biossintese
de neurotransmissores
e formagéao do tecido
conjuntivo

Figado, mexilhdes,
ostras, cereais
integrais,
castanha-de-caju,
avela, nozes e
outras castanhas,
sementes de
girassol e abébora

Maior parte no duodeno.

Difusao facilitada pelos

transportadores CTR1 e
DMT1

Cobre

Alimentos:
Vegetais
folhosos, cereais,
ostras, mariscos,
sementes, arroz;
Contaminacao:
Baterias, tintas e
plasticos,
soldagens,
cigarro, esmalte,
pigmentos,
fertilizantes,
queima de
combustiveis
fosseis, lixo
urbano,
sedimento de
esgotos, etc.

Aumentada em dietas
pobres em calcio, ferro
ou proteina

Cadmio Inexistentes

Absorcao diminuida:
Excesso de zinco
(competicao pelo

transportador DMT1 e

Sintomas
gastrointestinais,
gosto metalico na
boca, aumento do

Danos
neurolégicos
(ataxia, mielopatia,

Maior o i .
900 ug parte pela marcha espastica), estresse oxidativo, retencgao intracelular pela
bile anemia, fragilidade  deposi¢cdo em metalotioneinas) e calcio
anormal dos 6rgaos (figado, (aumento do pH do
0SSO0S, rins, cérebro), duodeno, tornando os
aterogénese, etc problemas sais de cobre menos
neurolégicos, etc. soluveis)
Dano renal com
proteinudria devido
ao acumulo de
cadmio nos rins,
disfuncao tubular Metais bivalentes (calcio,
renal, alteragbes  ferro, zinco, manganés,
e . cognitivas, cobre e cobalto e
Maximo: Urina e . .
velocidade selénio) tem forte
25 ug/kg fezes N . ~
- motora, cancer de  interacao e reduzem a
peso por (ambas . ~ g
« prostata, bronquite concentracdo de cadmio,
més lentas)

cronica, reducao
da visao. Altera
metabolismo de
calcio, fésforo e
vitamina D,
osteoporose,
doenca itai-itai

assim como cadmio pode
reduzir a absorgao
destes minerais

Legenda: RDA: Ingestao diaria recomendada; DMT1: Transportador de metais bivalente 1; HCP1: Proteina carreadora de heme;
Znt: Transportador de zinco; ZIP: Proteina de transporte e importacdo de zinco; CTR1: Transportador de cobre; SeMet:
Selenometionina; Sec: Selenocisteina. Fonte: COZZOLINO, 2016.
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2.2.1 MICROBIOMA INTESTINAL

O trato gastrointestinal abriga a maior e mais complexa comunidade de
espécies bacterianas que coloniza o organismo humano. A composigcdo da
microbiota intestinal varia de 10" a 10'* unidades formadoras de colénia/mL de
conteudo intestinal, sendo principalmente concentrada no célon e ceco, de modo
que o conteudo fecal pode atingir 100 a 200 bilhées de células por grama de
fezes (peso seco) (MACCAFERRI et al., 2011; CANDELA et al., 2014).

Apesar das flutuagbes temporais ocasionadas por tais fatores, o
microbioma de adultos saudaveis € relativamente estavel, de modo que a
interrupgcdo de uma intervengao resulta em retorno ao seu estado de equilibrio
inicial (BACKHED et al., 2012). O estabelecimento do microbioma intestinal no
inicio da vida, especialmente até os primeiros 1000 dias, € sugerido como
determinante para a composi¢cao microbiana e susceptibilidade a doengas ao
longo da vida, influenciando a maturagéo e o desenvolvimento intestinal, imune,
cerebral e metabdlico. O processo de desmame, introducao e diversificagao da
alimentagdo soélida e exposi¢cao a diferentes fatores ambientais promove o
desenvolvimento inicial da microbiota nos primeiros anos de vida (OTTMAN et
al., 2012; WOPEREIS et al., 2014).

A composi¢ao da microbiota intestinal é fortemente influenciada por uma
ampla gama de fatores, incluindo tipo de parto e de alimentagdo na infancia,
condigbes sanitaria e geograficas, fatores genéticos e imunoldgicos, idade,
estresse, uso de medicamentos e probidticos e composi¢cao da dieta, sendo que
os padrdes dietéticos de longo prazo foram identificados como o fator primario
de alteragdo da composigdo do microbioma intestinal (AZIZ et al., 2013;
VOREADES et al., 2014; JANDHYALA et al., 2015).

A investigacdo de uma composi¢do central e compartilhada do
microbioma entre os individuos (“core microbiome”) foi o objetivo principal do
Human Microbiome Project, o maior consorcio de estudos da microbiota,
conduzido com 250 voluntarios saudaveis dos Estados Unidos (TURNBAUGH et
al., 2007). Os achados preliminares desta coorte confirmaram a alta variabilidade
interindividual, o que raramente permite o agrupamento de individuos segundo
composicdo de microrganismos. No entanto, taxons sub-representados
numericamente e espécies menos abundantes também sao fundamentais para
funcdes no intestino (SHADE e HANDELSMAN, 2012; BELIZARIO e
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NAPOLITANO, 2015). Assim, o microbioma saudavel é previsto como um
equilibrio consistente da fungcdo e metabolismo, como é definida a simbiose,
porém com caracteristicas personalizadas pela genética do individuo, exposi¢cao
ao ambiente, dieta, entre outros fatores (GEVERS et al., 2012; SALONEN et al.,
2012).

Cada individuo possui uma assinatura unica da microbiota intestinal,
porém recentemente a comunidade bacteriana foi classificada de acordo com
um perfil filogenético dominante, agrupado por analises de ordenagao,
denominado “enterdtipo” (ARUMUGAN et al., 2011). Neste estudo, o
sequenciamento da microbiota intestinal permitiu identificar trés enterétipos,
dominados pelos géneros Bacteroides (enterotipo 1), Prevotella (enterétipo 2) e
Ruminococcus (enterétipo 3), em um padrao independente da nacionalidade,
indice de massa corpérea, idade e sexo. Wu e colaboradores (2011) avaliaram
a relagdo dessas variantes com padrdes alimentares de curto e longo prazo,
revelando que o enterétipo Bacteroides foi fortemente associado a ingestao
usual de proteina animal, diferentes tipos de aminoacidos e gordura saturada, o
que sugere que o consumo de carne vermelha é caracteristico desse enterotipo.
Em contraste, o enterétipo Prevotella foi associado a um consumo reduzido de
produtos animais e alto de carboidratos e agucares simples.

Em um estudo recentemente conduzido com 268 individuos brasileiros
nao diabéticos, foi identificada a presenca dos trés enterdtipos na populagao
avaliada: Bacteroides (n=111), Prevotella (n=55) e Ruminococcaceae (n=102).
Observaram-se também correlagdes significativas dos enterdtipos com
parametros lipidicos, tais como Bacteroides com colesterol total e LDL,
Prevotella com triglicérides, e Faecalibacterium com HDL-colesterol (p<0,05). A
significancia biologica desses enterdtipos ainda € inconclusiva, porém as
correlagdes com o perfil lipidico sugerem que esses clusters podem contribuir na
avaliacao do risco cardiometabdlico (MORAES, 2016).

Entretanto, o conceito de enterdtipos ainda é discutivel na comunidade
cientifica, uma vez que ndo houve consisténcia na identificagdo dos enterotipos
em outros estudos realizados em diferentes localidades (WU et al., 2011; OU et
al., 2013; TYAKHT et al., 2013; YATSUNENKO et al., 2014). Nesses estudos, foi
possivel identificar apenas dois clusters (Prevotella e Bacteroides), que se

caracterizavam como um gradiente continuo entre as duas estruturas
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bacterianas Bacteroides e Prevotella (JEFFREY et al., 2012; KNIGHTS et al.,
2014). Diante disso, GORVITOVSKAIA et al. (2016) propuseram a classificagao
da comunidade dominante (Prevotella e Bacteroides) como biomarcadores de
dieta, estilo de vida e estado de doenca.

Além da arquitetura global do microbioma, a presenga de géneros
especificos € indicadora de saude ou doenca e do perfil funcional da
comunidade. As bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
se destacam nesse grupo por desempenhar importantes agbes para a
homeostase do intestino, metabolismo e saude do hospedeiro (RIVIERE et al.,
2016). Esses compostos organicos sao produtos finais da fermentagdo de
carboidratos nao digeriveis (incluindo celulose, amido resistente e inulina) por
bactérias intestinais, sendo assim transformados em formas absorviveis pelo
trato gastrointestinal humano. Os AGCC podem ser quantitativamente e
metabolicamente os produtos microbianos mais importantes do ser humano. As
principais bactérias produtoras sdo Faecalibacterium prausnitzii, Eubacterium
rectale, Roseburia spp., Ruminococcus bromii, Bacteroides, Coprococcus,
Bifidobacterium, Akkermansia muciniphila, entre outras (LEBLANC et al., 2017).

A composicao e diversidade da microbiota impactam significativamente
as fungdes metabdlicas do organismo, incluindo a¢gdes metabdlicas (participagao
no processo de digestdo e absor¢do de nutrientes, sintese de vitaminas e
metabolizacdo de xenobidticos), protetoras (protecdo contra bactérias
patogénicas por meio da produgdo de proteinas antimicrobianas e
imunomodulagéo) e tréficas (modulagdo da diferenciagédo e proliferacédo de
células do epitélio intestinal, influéncia no desenvolvimento e maturagcédo do
sistema imune da mucosa intestinal) (JANDHYALA et al., 2015). Nota-se,
portanto, que a microbiota expande substancialmente as capacidades
metabdlicas do hospedeiro (LEBLANC et al., 2017). Em troca, o organismo
fornece nutrientes utilizados pelas bactérias para producdo de energia,
garantindo sua sobrevivéncia. Assim, a relagdo entre microbiota saudavel e
hospedeiro tem sido designada como uma simbiose, na qual os organismos se
beneficiam reciprocamente (AZIZ et al., 2013).

Quando ocorre o desequilibrio da composicdo da microbiota, com
predominio de microrganismos potencialmente prejudiciais em detrimento

daqueles com potencial efeito benéfico a saude, o processo é denominado
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disbiose. Esse disturbio esta cada vez mais associado ao desenvolvimento de
algumas desordens intestinais e doengas metabdlicas, incluindo cancer
colorretal, obesidade, diabetes mellitus tipo 2, doencas inflamatdrias intestinais,
hipertensao arterial, entre outras (OTTMAN et al., 2012; CANFORA et al., 2019;
FRANZOSA et al., 2019).

Estratégias podem ser adotadas com o intuito de modular o ecossistema
bacteriano, promovendo ou reestabelecendo a saude intestinal, possivelmente
reduzindo o risco de desenvolvimento de doengas. Uma das possiveis
alternativas é a intervengdo nutricional, visto que a dieta tem influéncia
consideravel sobre o ambiente intestinal, como pH e tempo de transito no
intestino, pode ser facilmente modificavel e tem menor possibilidade de induzir
efeitos colaterais no individuo (SCOTT et al., 2013). Dessa maneira, a
investigacdo dos alimentos ou nutrientes podem contribuir para o conhecimento
e a aplicagao de alternativas de modulagdo do microbioma, com o objetivo de
manutencio da eubiose dos individuos e reduc¢ao do risco de desenvolvimento
de doengas.

Os exemplos classicos de intervengdo com o objetivo de modular
positivamente a microbiota sdo os probidticos e prebiodticos. Os probidticos sao
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas,
podem melhorar o equilibrio microbiano intestinal e conferir beneficios a saude
do hospedeiro (ANVISA, 2008). Os géneros Bifidobacterium e Lactobacillus sao
reconhecidos como benéficos devido a interagdo com o sistema imunoldgico,
inibicdo competitiva de patogenos, redugcdo da permeabilidade intestinal,
participagcdo no processo de fermentacdo de carboidratos ndo digeriveis e
consequente producdo de AGCC. Por sua vez, os prebioticos s&o ingredientes
seletivamente fermentaveis, que resultam em mudangas especificas na
composigao e/ou atividade da microbiota intestinal (KOLIDA e GIBSON, 2011).
Na pratica clinica, esses produtos estdo sendo utilizados no tratamento de
condigbes relacionadas a disbiose, como diarreia e doencas inflamatorias
intestinais, mesmo sem evidéncias concretas sobre seus efeitos (SAAD, 2006;
CAMMAROTA et al., 2014).

Estudos recentes indicam que a ingestdo de macro e micronutrientes
podem afetar a composicéo e atividade metabdlica da microbiota e isto, por sua
vez, tem efeitos nas respostas imunes e inflamatoérias do hospedeiro (SCOTT et
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al., 2013). David et al. (2014) conduziram um estudo de intervencdo com 10
individuos adultos recebendo dietas compostas exclusivamente por produtos de
origem animal ou vegetal por 5 dias consecutivos. Individuos que consumiram
dietas a base de produtos animais ingeriram maior teor de gordura e proteinas e
menor de fibras em comparagdo ao grupo que recebeu apenas produtos de
origem vegetal. A partir de dados obtidos por meio do sequenciamento em larga
escala do RNAr 16S bacteriano, os autores observaram aumento da abundancia
de microrganismos tolerantes a bile (Alistipes, Bilophila e Bacteroides) e
diminui¢cdo de grupos de Firmicutes que metabolizam polissacarideos de vegetais
provindos da dieta (Roseburia, Eubacterium rectale e Ruminococcus bromii) no
grupo que consumiu apenas alimentos de origem animal.

Além disso, apds apenas um dia do inicio da intervencao, observou-se
maior diversidade da microbiota associada a dieta baseada em produtos animais
em comparagéo ao outro grupo. Entretanto, a microbiota fecal foi revertida ao
seu estado original dois dias apds o final do estudo, indicando a tendéncia da
populagéo bacteriana de individuos adultos retornar ao seu padréao inicial. Os
autores concluiram que a microbiota intestinal pode responder rapidamente a
alteracdes na dieta, pelo menos quando tal intervencao € tao drastica quanto a
deste estudo, favorecendo grupos de bactérias de acordo com o padréao dietético
adotado, o que representa consequéncias diferentes para a saude humana
(DAVID et al., 2014).
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2.3 O PAPEL DOS MINERAIS NO MICROBIOMA INTESTINAL

Outra possivel estratégia para regulagdo da microbiota intestinal envolve
sua modulagdo por elementos tragos. A populacdo bacteriana € sensivel a
mudancgas nas concentragdes de minerais, uma vez que Sao necessarios para
uma variedade de processos celulares fundamentais. Nos ultimos anos, estudos
metagendmicos comparativos forneceram esclarecimentos significativos sobre o
metabolismo e a homeostase de metais em procariontes, como selénio, zinco,
cobre, ferro, niquel, cobalto e molibdénio (ZHANG et al., 2006, 2008, 2009;
ZHANG e GLADYSHEYV, 2008a, 2009, 2010; ZHANG, YING e XU, 2019).

A utilizacdo dos metais € amplamente diversificada e dispersa entre as
bactérias, que possuem mecanismos sofisticados de controle do metabolismo e
homeostase de minerais. A comecar, o sistema de captacdo de ions metalicos
por bactérias consiste em canais idnicos ndo especificos ou transportadores de
alta afinidade, como os transportadores de ligacao de ATP (ABC) para ferro,
zinco e molibdénio (ZHANG, YING e XU, 2019). At¢é o momento, nao foi
identificado um transportador especifico para o selénio, cuja absorgdo ocorre
pelo sistema de transporte de sulfato (LIN et al., 2015).

Os metais participam do crescimento microbiano por 4 diferentes formas:
I) como elétron para a respiragao heterotréfica, 11) como fonte de energia para o
crescimento autotrofico, Ill) para transferéncia de elétrons entre células e V)
como material de armazenamento de elétrons (DONG et al., 2016). Os metais
também atuam como cofatores criticos de enzimas bacterianas responsaveis
pela replicacdo e transcricdo de DNA, acado antioxidante e respiragcao celular,
como manganés, zinco e ferro para a superéxido dismutase bacteriana, selénio
para selenoproteinas de bactérias, entre outros (LOPEZ e SKAAR, 2018).

De acordo com os achados, ferro e zinco sdo os metais utilizados por
quase todos os organismos vivos (CAPDEVILLA, WANG e GIEDROC, 2016). O
ferro € incorporado em diferentes cofatores de proteinas bacterianas que atuam
no processo de transferéncia de elétrons, reagdes redox, replicagdo e
proliferacdo. As bactérias participam da reducao de ferro férrico extracelular em
ferro ferroso e sao capazes de aumentar a biodisponibilidade desse mineral pela
conversao de acido elagico (AE) em urolitina A (AU), o que impede a ligagao de
ferro®* em AE e ambos permanecem em sua forma ativa (SKRYPNIK E
SULIBURSKA, 2018; YILMAZ e LI, 2018).
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A disponibilidade de micronutrientes no célon € um fator determinante
para replicagdo de bactérias, inclusive as patogénicas, e sua atividade
metabdlica e/ou viruléncia. Alternativas de defesa foram desenvolvidas pelo
hospedeiro contra a sobrevivéncia e transmissdo de patdégenos, tanto pela
limitagdo da disponibilidade desses metais, por meio de seu sequestro e
quelacao, quanto pela promogado da toxicidade do mineral, sobretudo pela
indugdo de estresse oxidativo. Esse mecanismo denominado “imunidade
nutricional” foi previamente descrito para ferro, zinco e manganés
(CAPDEVILLA, WANG e GIEDROC, 2016).

Em contrapartida, os microrganismos desenvolveram diversas estratégias
para neutralizar a protecdo imposta pelo hospedeiro e manter suas
concentracdbes adequadas dos minerais. Em situagdes de privacdo desse
elemento, as bactérias sao capazes de sintetizar carreadores de alta capacidade
quelante de ferro férrico, chamados sideroforos, a fim de torna-lo mais soluvel
para transporte e absorcéo via receptores de membrana especificos, como os
transportadores de ligagcao de ATP (ABC). Portanto, a regulagéo desse mineral
pelas bactérias € feita por meio da competicdo dos sideréforos com proteinas do
hospedeiro pela ligagado ao ferro, da regulagao transcricional de proteinas de
absorgéo (incluindo o regulador de absorgao férrico, Fur, e o repressor da toxina
da difteria, DtxR) ou sequestrando-o diretamente da estrutura de proteinas
hospedeiras ligadas ao ferro (lactoferrina, hemoglobina, transferrina)
(ANDREWS et al., 2003; BECKER e SKAR, 2014; YILMAZ e LI, 2018).

A deficiéncia grave de ferro levou a redugéo na abundéncia de Roseburia,
Eubacterium rectale e Bacteroides spp. € na producdo de AGCC, como butirato
e propionato, em ratos jovens. Por outro lado, a fortificagdo da dieta com ferro
(35 mg ferro/kg peso) por 12 semanas apoés dieta deficiente nesse mineral
aumentou significativamente a abundancia de membros do cluster IV de
Clostridium e a concentragao de seu produto microbiano butirato (6 vezes maior)
em comparagao a ratos com deplecao de ferro (DOSTAL et al., 2014a). Em
humanos, a suplementagéo de sulfato ferroso (50 mg) por 2, 12 ou 38 semanas
nao afetou significantemente os grupos bacterianos, a concentragao fecal de
AGCC ou a inflamagao intestinal em comparagéao ao controle (DOSTAL et al.,
2014b).
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Assim como o ferro, inumeros estudos foram produzidos sobre o
metabolismo e a fungao do zinco em bactérias. Esse mineral € o segundo cofator
de metal mais abundante e um integrante chave de uma ampla variedade de
enzimas, fatores de transcri¢cdo, proteinas estruturais, entre outras. Presume-se
que aproximadamente dois tercos das proteinas procarioticas dependentes de
zinco sejam homologas em eucariotos, sendo a maior parte promotora da
catalise enzimatica (ZHANG, YING e XU, 2019). Ao contrario dos organismos
mais evoluidos, € minima a utilizagdo de zinco em proteinas de regulagao da
catalise e da transcricdo do DNA em bactérias, devido escassez de fatores
candnicos de transcricdo do tipo “zinc finger’ em procariotos. Tal diferenga pode
ser efeito da pressédo evolutiva do ambiente para regular processos mais
complexos em eucariotos, como a diferenciacéo celular, enquanto a diversidade
de sitios cataliticos com zinco em procariotos promova maior numero de reacdes
enzimaticas em alvos diversos (CAPDEVILLA, WANG e GIEDROC, 2016).

A homeostase do status adequado de zinco em bactérias € controlada
pelo regulador transcricional de absorgéo de zinco (Zur), o qual se liga em seu
DNA alvo e aumenta a expressao de varios sistemas de aquisicao desse metal,
como os transportadores da familia ABC e ZIP, em situagdo de deficiéncia
(BECKER e SKAR, 2014). A insuficiéncia cronica de zinco levou ao aumento da
populagao intestinal de Proteobacteria e Enterobacteriaceae e a diminuicao de
Firmicutes e da riqueza e diversidade microbiana em aves (REED et al., 2015).
A analise metagenémica revelou que concentragdes subdtimas de zinco levam
a depressao de vias preditas de producdo de AGCC e de absorgao bacteriana
do mineral, prejudicando a funcionalidade e saude intestinal e perpetuando a
deficiéncia de zinco. Estima-se que seja necessario o dobro da quantidade de
zinco na dieta devido a utilizagéo pelas bactérias (SMITH et al., 1972).

Por outro lado, o excesso de zinco dietético € capaz de alterar
significantemente a diversidade e estrutura microbiana em camundongos
(ZACKULAR et al., 2017). Observou-se que uma dieta com alta exposicéo de
zinco por 5 semanas promoveu a diminuigdo de OTUs afiliadas a Turicibacter e
Clostridium e o aumento de géneros Enterococcus e Clostridium Xl, sem
modificar significantemente a carga bacteriana. No mesmo estudo,
camundongos infectados pelo patdégeno Clostridium difficile apresentaram
exacerbacao da doencga apos dieta com alto teor de zinco, devido ao aumento
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da inflamagao, dano da barreira epitelial, translocacao bacteriana, concentragao
da toxina A do patégeno nas fezes e de IL-1 B no sangue dos animais. Quando
tratados com doses muito menores de antibiotico (0,01 mg/ml cefoperazona), os
camundongos alimentados com zinco adequado n&o foram mais susceptiveis a
infeccdo e aumento da carga de Clostridium difficile, ao passo que altas doses
de zinco tornaram os animais mais vulneraveis a doencga. Esses dados indicam
que os deslocamentos induzidos pelo zinco em excesso tornam a microbiota
mais susceptivel a doenga e diminuem o limiar de antibidtico necessario para
conter o patégeno.

Outro mineral que merece destaque no metabolismo microbiano € o
cobre. Componente fundamental de diversas enzimas, o cobre participa dos
processos de respiragao, reagdes redox (oxidagdo de substratos organicos e
ions metalicos, dismutagao de superdxido, monooxigenagao), transferéncia de
elétrons, entre outros (ZHANG e GLADYSHEYV, 2009). Estima-se que 80% das
bactérias sejam cobre dependentes, versus 96,3% em eucariotos, de acordo
com estudos gendmicos comparativos. As cuproproteinas mais utilizadas nos 3
dominios da vida s&o as subunidades citocromo c¢ oxidase | (COX 1) e Il (COXIl),
seguidas de multicobre oxidases, superoxido dismutase, plastocianina, NADH
desidrogenase 2, entre outras. Apenas metade das familias de proteinas
procariotas dependentes de cobre € detectada em eucariotos (ZHANG, YING e
XU, 2019).

Em bactérias, os sistemas de transporte e exportacdo de cobre
conhecidos até hoje sdo ATPase CopA tipo P, sistema Cus e algumas outras
proteinas, como o sistema Pco, CopRs e CopZ (ZHANG, YING e XU, 2019).
Entre os mecanismos de imunidade nutricional elaborados pelo hospedeiro, a
toxicidade por cobre tem sido reportada na literatura para diminuicdo da
sobrevivéncia de patdgenos bacterianos (DJOKO et al., 2015). A CopA é a
principal proteina exportadora de cobre, que contribui para a desintoxicagao
desse mineral. Altas doses de cobre (5 mg cloreto de cobre/kg peso corporal)
podem interromper a homeostase da microbiota e induzir lesdes histopatoldgicas
no ceco e reto de camundongos (CHENG et al., 2019).

Dietas contendo alto teor de cobre (120 e 240 mg/kg) aumentaram
significantemente a riqueza e diversidade microbiana nas fezes de ratos

Sprague-Dawley, em comparagao ao grupo controle (6 mg/kg). Além disso, os
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indices de alfa diversidade ACE e Chao1 (riqueza) e Shannon (diversidade)
mostraram correlagdo positiva com o conteudo de cobre no ileo e ceco e as
concentragdes séricas de TNF-a. O estresse inflamatério induzido pela alta
exposi¢cao ao cobre também foi correlacionado com o aumento da abundéancia
de Ruminococaceae, Defluviitaleaceae, Ruminococcaceae, Anaerotruncus,
Peptococcus e Coprococcus (OTU402) (ZHANG et al., 2017).

Os principais efeitos biologicos do selénio em bactérias, assim como em
humanos, sao exercidos pela selenocisteina. O mecanismo de biossintese de
selenocisteina e incorporagcdo a proteinas € semelhante nos trés dominios da
vida (Archaea, Bacteria e Eukarya). A insercao desse aminoacido em
selenoproteinas envolve a recodificacdo do cédon UGA, onde normalmente é
finalizada a tradugdo. Esse processo demanda uma estrutura complexa, que
inclui componentes similares aos de eucariotos, tais como a sequéncia de
insercéo de selenocisteina (SECIS), o fator de alongamento especifico para
selenocisteina (também chamado de SelB em bactérias), a proteina de ligagao
de SECIS, a selenocisteina sintase (SelA), o RNA transportador especifico para
selenocisteina (RNAtSe1Sec) e g SelD. Apds sua formagao, as selenoproteinas
podem passar por um processo de reciclagem, no qual sdo degradadas pela
selenocisteina liase para fornecimento de selénio, na forma de selenido, para
sintese de novas proteinas (LIN et al., 2015).

Em procariotos, as trés formas biologicas de selénio sdo: selenocisteina,
selenouridina (5-metilaminometil-2-selenouridina ou SelU) e como cofatores de
enzimas. Cada forma possui genes especificos, porém a selenofosfato sintetase
(SelD) é o componente em comum e que interliga as vias, sendo considerada a
assinatura geral para a utilizagdo de selénio. Além disso, a SelD esta presente
em praticamente todas as linhagens bacterianas, com excec¢do dos grupos
Chlamydie, Mollicutes, Deinococcus-Thermus e Thermotogae, 0s quais Sao
menos prevalentes no microbioma intestinal humano (LIN et al., 2015; PENG et
al., 2016). A Figura 3 mostra a distribuigdo das formas de selénio utilizadas por

alguns grupos bacterianos.
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Figura 3. Distribuicdo de formas conhecidas de selénio em bactérias. Sdo Paulo,
2019.
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selenouridina; Se-cofator trait: selénio como cofator. Fonte: PENG et al. (2016).

Até o momento, foram identificadas cerca de 90 familias de
selenoproteinas em bactérias, contendo entre 1 e 1276 selenoproteinas cada. A
ocorréncia e o tamanho do selenoproteoma em diferentes grupos bacterianos
estdo exibidos na Figura 4. As fungbes de cada proteina ainda nao foram
completamente elucidadas. Os filos que mais expressam selenoproteinas séo
Deltaproteobacteria e Firmicutes/Clostridia, nos quais cada espécie contém pelo
menos 6 genes que codificam selenoproteinas. O maior selenoproteoma em
bactérias foi registrado na Syntrophobacter fumaroxidans, que apresenta pelo
menos 39 genes de selenoproteinas (ZHANG et al., 2006; ZHANG e
GLADYSHEYV, 2010). A alfa formato desidrogenase, responsavel por catalisar a
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The number of selenoproteins
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oxidagao do formato a bicarbonato, e SelD sédo as selenoproteinas mais
difundidas em bactérias. Baseado na identificacdo da ocorréncia de genes em
amostras de diferentes ambientes, pesquisadores observaram que as bactérias
que habitam o trato gastrointestinal utilizam sobretudo a forma de selenocisteina
como cofator de enzimas, basicamente por selegcdo pelo ambiente anaerdbio
(PENG et al., 2016).

Figura 4. Ocorréncia e composi¢ao de selenoproteoma em bactérias. Sdo Paulo,
2019.

=
==

= ..l.LI. .. .n..;..h. “‘u JJ:Q!.. ul |. |u

Delta
les

Aquificae
Clostridia
others
others
Epsilon
oth

Actinobacteria
Bacteroidetes
Lactobacillales Me
Planctomycetes
Rhizobiaceae
Rickettsiales ==
Neisseriales
Enterobacteriales
Pasteurellales BB

8
S
S
£
3
5
@

Pseudomonad:

|~— Firmicutes —vl I-— Alpha ——+— Beta—-l §|§-— Gamma —-l
w

I-——— Proteobacteria 44
Fonte: PENG et al. (2016).

A SelU &€ um componente localizado em anticodons de alguns RNAt de
procariotos e pode ajudar na discriminagdo de pares de bases e melhorar a
eficiéncia da traducdo. Para sua formacéao, o selénio transportado para o meio
intracelular é convertido em selenofosfato (HSePOs") pela agdo da SelD. Além
disso, esse processo necessita da substituicdo do enxofre por selénio na 5-
metilaminometil-2-tiouridina (mnm5s?U) pela enzima 2-selenouridina sintase
(YbbD), como ilustrado na Figura 5. Outra alternativa de utilizacdo de selénio
por bactérias € como cofator de enzimas que contém molibdénio, via dois genes
com fungao ainda desconhecida (YgeB e YqeC) (LIN et al., 2015).
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Figura 5. Modelo proposto da homeostase de selénio em bactérias. Sdo Paulo,
2019.
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Legenda: Genes relacionados com metabolismo de selénio ou selenocisteina estao
marcados em negrito. H-Se: Selenido; HSePO;: selenofosfato; mnm°s?U: 5-
metilaminometil-2-tiouridina; SelA: selenocisteina sintase; SelB: fator de elongamento
especifico para selenocisteina; SelD: selenofosfato sintetase; SelU: selenouridina; Sec
liase: selenocisteina liase; SeMo Hidroxilase: hidroxilase dependente de selénio e
molibdénio; YqeB: proteina ndo caracterizada; YqeC: proteina nao caracterizada. Fonte:
Adaptado de LIN et al. (2015).

Em consequéncia da necessidade de selénio, a microbiota intestinal pode
ser capaz de sequestrar esse micronutriente para armazenamento e/ou
expressao de suas proprias selenoproteinas, reduzindo assim a
biodisponibilidade de selénio para o hospedeiro (KASAIKINA et al., 2011).
Entretanto, poucos estudos investigaram o impacto da intervengdo com selénio
na microbiota do hospedeiro.

O estudo de Kasaikina et al. (2011) objetivou caracterizar o impacto de
dietas contendo selénio na microbiota de camundongos e a fungéo do microbioma
em influenciar o status de selénio do hospedeiro. Para isto, 10 camundongos livres
de germes (LG) foram distribuidos em 2 grupos: um deles permaneceu em
condicdes livre de germes e no outro foi implantada a microbiota de camundongos
convencionais previamente tratados com dietas contendo selénio (CV), que serviu
como controle. Ambos os grupos receberam dietas com concentragdes de 0,0,
0,1, 0,4 e 2,25 ug selénio/g, sob a forma de selenito de sddio, por 8 semanas.
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ApoOs este periodo, observou-se que o selénio da dieta aumentou a diversidade
da microbiota intestinal e a colonizag&o do trato gastrointestinal dos camundongos
implantados. O efeito mais significante encontrado no microbioma foi a reducéo
em Parabacteroides em resposta ao selénio oferecido pela dieta, sobretudo na
concentragao de 0,4 ug selénio/g, acompanhado pelo aumento de outros grupos
de Bacteroidetes, incluindo Tanerella e Porphyromonadaceae. Ainda, o selénio da
dieta afetou a expressao de selenoproteinas independentemente de serem
animais LG ou CV. Contudo, os camundongos LG apresentaram maior expressao
e atividade de GPX1 e metionina-R-sulféxido redutase 1 (MsrB1) no figado e nos
rins em comparagao aos camundongos convencionais.

De modo semelhante, Hrdina et al. (2009) avaliaram camundongos LG
apos a administragéo de dietas deficiente (0,086 ug selénio/g) e adequada (0,15
Mg selénio/g) em selénio por 5 semanas a partir do desmame. Em condi¢des de
deficiéncia, os animais LG apresentaram maior atividade da GPX e tioredoxinas
(Trx) no figado e intestino, assim como maior expressdo génica e proteica
dessas selenoproteinas no figado e colon. Além disso, o plasma, figado e ceco
desses animais continham maior concentragcédo de selénio quando comparados
aos camundongos convencionais, apos serem tratados com dietas deficientes
em selénio.

Esses estudos demonstraram que o selénio da dieta afeta a composicao
da microbiota intestinal e a colonizagdo do trato gastrointestinal de
camundongos, com consequente influéncia no status do mineral do hospedeiro
e na expressao de seu selenoproteoma. Foi sugerido que ha uma competicéo
por selénio entre hospedeiro e microbiota, uma vez que algumas bactérias
também possuem selenoproteinas e o utilizam em seu metabolismo. Assim, o
sequestro de selénio pela microbiota também seria um fator limitante para a
disponibilidade deste elemento ao hospedeiro, assim como a ingestao alimentar
deficiente desse mineral e variagdes fisioldgicas do individuo.

Poucos estudos foram desenvolvidos sobre o papel dos minerais na
modulagdo da microbiota intestinal, sendo que os que foram realizados
utilizaram modelos em animais. Até o momento, nao existem estudos acerca dos
efeitos da suplementacdo de selénio e tampouco de castanha-do-brasil, uma
excelente fonte desse mineral, sobre a microbiota intestinal de humanos, motivo

pelo qual realizamos este trabalho.
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3. HIPOTESE

e A composicdao da microbiota fecal pode ser alterada por meio da

suplementacdo com castanha-do-brasil apds 2 meses.
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4. OBJETIVOS

4.1 GERAL.:

Avaliar a composicdo da microbiota intestinal e o perfil de minerais
(metaloma) no organismo apds a ingestdo de castanha-do-brasil (Bertholletia
excelsa H.B.K.) por 2 meses.

4.2 ESPECIFICOS:

e Caracterizar a castanha-do-brasil utilizada quanto a quantidade de

macronutrientes, minerais e perfil de acidos graxos;

e Avaliar a composigédo corporal e a ingestdo alimentar dos participantes

antes e apos a suplementagao com castanha-do-brasil;

e Analisar os marcadores do estado nutricional relativo aos minerais antes

e apos a intervencao;

e Examinar comparativamente a composicdo da microbiota intestinal antes

e apos a ingestao de castanha-do-brasil;

e Verificar a existéncia da interagdo entre o metaloma e a microbiota

intestinal apds a suplementagdo com castanha-do-brasil.
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5. CASUISTICA

5.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Este € um ensaio clinico prospectivo de intervengcdo, composto por 2
fases: antes (Tempo 0, TO) e apds (Tempo 1, T1) a suplementagdo de uma
unidade de castanha-do-brasil por dia durante 60 dias. Para caracterizagao dos
participantes, aplicou-se um questionario sobre informagdes socioeconémicas,
nivel de atividade fisica, antecedentes familiares para doengas crénicas nao
transmissiveis, uso de medicamentos, presenca de doencgas, habito intestinal,
entre outras informagdes (ANEXO 1).

Em ambos os tempos, os participantes foram submetidos a uma coleta de
sangue e de fezes, avaliagdo antropométrica e da ingestao alimentar. Apos as
coletas do Tempo 0, a pesquisadora forneceu as embalagens de castanhas-do-
brasil refrigeradas e a vacuo, suficientes para o periodo de suplementag&o, com
informagdes nutricionais e instrugbes para seu armazenamento e consumo
(ANEXO 2). Para melhor controle de sua ingestao, foi fornecido um calendario
onde o participante registrou os dias em que tal alimento ndo foi consumido e o
motivo. Apos o periodo de 2 meses, os voluntarios retornaram para a segunda

avaliacao (T1).

5.2 ASPECTOS ETICOS E SELEGAO DOS PARTICIPANTES

Este projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo (PARECER n°1.000.931/2015) (ANEXO 3).

Todos os participantes foram informados sobre os procedimentos aos
quais foram submetidos e o destino do material bioloégico coletado. Foram
esclarecidos também quanto ao direito de desisténcia no decorrer da pesquisa,
sem constrangimentos. Ao concordar participar desta pesquisa, os participantes
receberam e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXO 4), de acordo com a Resolugédo CNS n°® 510/2016, que trata da protegao
dos participantes e orientam sobre os procedimentos referentes as pesquisas

que necessitam experiéncias com humanos.
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Para a populacdo do estudo, foram selecionados 97 individuos sem
doencas cronicas nao transmissiveis, voluntarios, de ambos os sexos, eutréficos
e com idade média de 28,7 anos. Os participantes do estudo foram recrutados
por meio de cartazes convite fixados nas imedia¢gdes da Cidade Universitaria, de
e-mails institucionais e de indicagao dos proéprios voluntarios do estudo.

5.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

A selecao dos participantes foi realizada a partir dos seguintes critérios
de inclusdo: individuos de ambos os sexos; com classificacdo de indice de
Massa Corporea (IMC) dentro da normalidade (18,5 a 24,9 kg/m?); com idade
entre 18 e 50 anos; que nao apresentassem doengas crbnicas nao
transmissiveis; que n&o estivessem em uso ou tivessem utilizado no més anterior
ao inicio da pesquisa inibidores de bomba de protons, antagonistas do receptor
H2, antidepressivos, antiacidos, laxativos e outros medicamentos que
influenciam na composi¢cdo da microbiota; que n&o utilizassem suplementos
vitaminico-mineral; que nao fossem tabagistas e/ou fizessem uso de bebidas
alcoolicas regularmente; que ndo fossem atletas de elite; que né&o
apresentassem alergia a oleaginosas e que ndo consumissem castanha-do-
brasil regularmente; que nao estivessem em uso ou tivessem utilizado
antibidticos nos 4 meses precedentes ao estudo e que nio tivessem consumido
prebidticos industrializados e/ou probidticos durante o ultimo més que precedeu
a triagem dos participantes.

6. METODOS

6.1 CARACTERIZAGAO DA CASTANHA-DO-BRASIL

As castanhas-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) utilizadas neste
estudo foram cultivadas na regido amazdnica brasileira e doadas pela empresa
Agropecuaria Aruana S/A (ltacoatiara - AM), safra de 2015. As castanhas
recebidas estavam em embalagens a vacuo e protegidas da luz e foram

imediatamente acondicionadas a -20°C.
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Para analise da composi¢cao nutricional da castanha-do-brasil, foi
retirada uma amostra aleatdria de cada um dos 3 lotes de castanhas utilizados.
Em seguida, as castanhas foram trituradas e submetidas ao processo de
liofilizagdo para determinagdo da umidade da amostra. As amostras liofilizadas
foram utilizadas para determinagdo de cinzas, lipideos, proteinas, minerais e
perfil de acidos graxos. O carboidrato foi estimado por diferenga.

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

Os acidos graxos presentes na castanha foram extraidos segundo o
método descrito por Folch, Lee e Stanley (1957). Em seguida, os lipidios foram
transformados em ésteres metilicos para a identificacdo e quantificagao por
cromatografia gasosa de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2002).

6.2 AVALIAGAO ANTROPOMETRICA
6.2.1 Peso
A afericao de peso foi realizada por meio de uma balanga antropométrica
devidamente calibrada, com graduagdo de 100 g, onde o individuo foi
posicionado ao centro, descalgo, utilizando a menor quantidade de roupa
possivel, em posigcéo ereta e com os bragos estendidos ao longo do corpo.

6.2.2 Estatura
A estatura foi aferida com auxilio de um estadidmetro, com altura maxima
de 2 metros, com participante de pé, com os pés juntos, descalgos e bragos
estendidos ao longo do corpo, olhando para a linha do horizonte com a cabeca
formando um angulo de 90°.
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6.2.3 indice de Massa Corpérea (IMC)

O indice de massa corpérea foi calculado dividindo o peso (em
quilogramas) pela estatura (em metro) ao quadrado. O resultado foi analisado
de acordo com a classificagdo proposta pela Organizagdao Mundial da Saude
(OMS, 2000).

6.3 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO
6.3.1 Sangue

Amostras de 20 mL de sangue foram colhidas com seringas estéreis e
descartaveis, no periodo da manha e com os participantes em jejum de 12 horas.
Este procedimento foi realizado por um profissional habilitado (técnico em
enfermagem) no Laboratério de Nutricdo - Minerais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP. As amostras de sangue foram destinadas as analises
do status de minerais (plasma e eritrocitos), atividade da enzima glutationa
peroxidase (GPX), concentracao de selenoproteina P (SEPP) e proteina ligadora
de lipopolissacarideos (LBP).

Apos a coleta em tubos com EDTA, o plasma foi separado do sangue total
por centrifugagdo a 3.000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C, acondicionados em
tubos de polipropileno e armazenados a -80°C para posterior analise. Em
seguida, a massa eritrocitaria obtida do sangue total foi lavada trés vezes com
5mL de solucédo salina a 0,9%, homogeneizada lentamente por inversao e
centrifugada a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado. Ap0és a ultima centrifugagao, a solugéo salina foi aspirada, e a massa
de eritrécitos foi cuidadosamente extraida com micropipeta, colocada em tubos
de polipropileno e armazenada a -80°C até o momento da analise.

6.3.2 Fezes
As amostras de fezes dos participantes foram coletadas em recipientes
plasticos, que foram mantidos em gelo descartavel durante o transporte até a
entrega ao pesquisador. O periodo entre a coleta das fezes e 0 armazenamento
a -80 °C n&o excedeu o prazo de 24 horas. As amostras foram separadas em
aliquotas e armazenadas a -80° C, para posterior avaliagdo da composicdo da

microbiota intestinal e das concentragdes de minerais.
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6.4 CONTROLE DE CONTAMINAGCAO

Todo o material utilizado (vidrarias, plasticos, ponteiras, tubos, etc.) para
analises de selénio foi desmineralizado em banho de acido nitrico a 20%, por no
minimo 12 horas, e enxaguado 10 vezes com agua nanopura. Os materiais
utilizados para as demais determinacdes foram adquiridos como DNA e RNA

free ou submetidos a esterilizagdo em autoclave.

6.5 ANALISES BIOQUIMICAS
6.5.1 Concentragcoes de minerais no plasma, nos eritrécitos e
nas fezes
As concentragdes de minerais no plasma, nos eritrécitos e nas fezes
foram determinadas pelo método de espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS Perkin Elmer DRC II). Para isso, 100 pg/L de
amostra foram diluidos na proporgdo de 1:50 em um tubo de polipropileno
desmineralizado, contendo solugcédo de Triton X-100 a 0,01% e acido nitrico a
0,5% (v/v), conforme descrito por Batista e colaboradores (2009). As analises
foram realizadas no Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de Metais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Sado Paulo (Ribeirdao
Preto - SP).

6.5.2 Atividade enzimatica da GPX
A atividade da enzima GPX foi determinada nos eritrécitos, conforme a
metodologia proposta por Paglia & Valentine (1967), em um analisador
bioquimico (Labmax 240; Lagoa Santa, MG, Brasil), utilizando um kit disponivel
comercialmente (Ransel®; Randox Laboratories, UK). Também foi determinada
a concentragcédo de hemoglobina, uma vez que a atividade da enzima é expressa

em U/g de hemoglobina.

6.5.3 Concentragao plasmatica de SEPP
A determinacdo da concentragdo de SEPP foi realizada por ensaio
imunoenzimatico indireto (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - ELISA), de
acordo com a metodologia descrita pelo fabricante (Cloud-Clone Corp.®; Texas,
EUA).
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6.5.4 Concentracao sérica de LBP

Para avaliagdo indireta da permeabilidade intestinal, foi dosada a
concentragao seérica de LBP por ELISA, de acordo com o protocolo proposto no

kit comercializado por Cloud-Clone Corp.® (Texas, EUA).

6.6 AVALIACAO DA INGESTAO ALIMENTAR

Para avaliacdo da ingestdao alimentar, foi utilizado o método do
recordatorio alimentar de 24 horas, com registro detalhado de todos os alimentos
e bebidas consumidos em dois dias alternados durante a semana e um dia do
final de semana (ANEXO 5). Para auxiliar no processo de detalhamento do
tamanho e volume das porgbes, foram utilizadas fotografias de porgdes e
medidas caseiras. O primeiro recordatorio foi registrado pessoalmente e os
demais foram por meio de ligacao telefénica. Esta avaliagao foi realizada antes
e apos a suplementagao com castanha-do-brasil.

A analise dos alimentos consumidos pelos participantes foi feita utilizando
prioritariamente a Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos (TBCA, 2018)
e a Tabela da United States Department of Agriculture (USDA), para aqueles
alimentos n&o encontrados na TBCA. Utilizou-se o programa Microsoft Excel
para tabulacdo das dietas e o R versao 1.1.463 para quantificagdo dos nutrientes
e analises estatisticas.

Os valores da ingestdo dos nutrientes foram ajustados pela energia
quando os resultados apresentaram distribuigdo normal segundo o método
residual proposto por Willet (1998). A adequacao das dietas foi realizada por
meio das Dietary Reference Intakes (DRIs), considerando os macro e

micronutrientes.

6.7 ANALISE DA COMPOSIGAO DA MICROBIOTA INTESTINAL

O DNA bacteriano foi extraido das amostras de fezes utilizando o PSP®
Spin Stool DNA kit (Stratec®, Berlim, Alemanha), de acordo com instrugdes do
fabricante e com as seguintes modificagcdes: 220 mg de fezes foram adicionadas
em um tubo Lysing matrix E (MP Biomedicals®) com 1 mL do tampao stool
stabilizer. O tubo foi fortemente homogeneizado por 1 minuto e 20 segundos,

incubado a 95°C por 15 minutos e centrifugado a 13.400 g por 1 minuto. O
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sobrenadante lisado foi purificado como descrito no protocolo do fabricante. P
DNA total extraido foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA). As amostras foram
armazenadas a -80°C até sua analise.

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

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

6.8 ANALISE DE BIOINFORMATICA

Os dados do sequenciamento foram processados bioinformaticamente
utilizando o pipeline Quantitative Insight into Microbial Ecology (QIIME, versao
1.9.0), usando os parametros padrbes do programa (CAPORASO et al., 2010).
A quantidade de leituras foi normalizada e rarefeita em 9800 sequéncias para
excluir a profundidade diferente de sequenciamento entre as amostras. Apos o
pré-processamento, as sequéncias paired-end foram unidas baseadas nas
regibes sobrepostas (join_paired_ends.py). As sequéncias representativas
foram filtradas por qualidade e clusterizadas em OTUs (operational taxonomic
units) pelo método UCLUST (open reference) com 97% de similaridade
(pick_otus.py e pick_rep_set.py) e o banco de referéncia SILVA (release 132)
(QUAST et al., 2013) foi utilizado para atribuir taxonomia (assign_taxonomy.py).

Os dados do microbioma foram analisados utilizando o software R verséo

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

comparar o TO e T1 foram realizadas com o teste Wilcoxon. O nivel de
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significAncia adotado foi de 5%. A alfa diversidade foi calculada pelos indices:
Shannon, numero de OTUs observadas, Chao1 e diversidade filogenética de
Faith, com comando core_diversity.py no QIIME. A partir desse comando,
determinou-se também a abundéancia das bactérias nos niveis taxonémicos filo,
classe, ordem, familia e género.

A beta diversidade das amostras foi medida pelas matrizes de distancias
UniFrac baseadas em dados de abundancia relativa (weighted) e presenca-
auséncia (unweighted) de espécies. A analise multivariada permutacional de
varidncia (PERMANOVA) foi utilizada para avaliar os efeitos globais da
intervengdo com castanha-do-brasil, bem como a relagdo com as covariaveis de
interesse, avaliadas, sobre a composicdo do microbioma dos individuos
(LOZUPONE et al., 2010). A analise de coordenada principal (PCoA) com as
meétricas de distancias UniFrac foi realizada para visualizar a variacdo e
separagao das amostras.

Os enterodtipos foram identificados seguindo o protocolo descrito por
(ARUMUGAM et al., 2011) e disponivel em
http://enterotype.embl.de/enterotypes.html. As amostras foram clusterizadas de
acordo com as distancias UniFrac. O numero 6timo de clusters foi estimado pelo
método de Partition around the medoids (PAM) e avaliado pela técnica de
validacéo silhouette quanto sua robustez.

Os géneros identificados nas amostras também foram avaliados quanto a
variagao de sua abundancia entre os tempos (delta = T1 - TO). A relagao entre o
delta das variaveis bioquimicas e dos géneros foi avaliada pelo teste de
correlagdo Spearman com a biblioteca reshape2 no R. Para visualizagdo dos
dados, construiu-se um mapa de calor (heatmap) com os valores de coeficiente
de correlagao (R) e com marcagdes das correlagdes significativas (p<0,05).

Por fim, as abundancias das OTUs foram comparadas entre os tempos
pelo teste Wilcoxon e aquelas que sofreram alteragao significativa (p<0,05) com
a intervengao foram exploradas na analise de regresséo linear. O modelo de
regressao linear foi utilizado para tentar explicar o efeito dos minerais na
microbiota e o efeito da microbiota nos parametros bioquimicos mensurados,
com os pacotes Ime4 e ImerTest no R, ajustada pelos efeitos aleatorios (variagao
interpessoal).
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6.9 ANALISE ESTATISTICA

ApOs a obtencao e tabulagado dos dados, os resultados foram analisados
e apresentados em média ou mediana e desvio-padrao, frequéncia absoluta (n)
e relativa (%). Utilizou-se o programa Statistical Package for the Social Sciences,
versao 23.0 (SPSS, Chicago, IL, USA), e o ambiente R versédo 1.1.463 para a
analise dos dados. Os parametros bioquimicos avaliados foram correlacionados
com os dados da microbiota usando correlagdo de Spearman, para determinar
efeitos locais no microbioma, enquanto que efeitos globais foram analisados por
PERMANOVA. Os efeitos da intervengao sobre os parametros bioquimicos e
sobre as espécies bacterianas intestinais foram analisados pelo teste Wilcoxon
para amostras pareadas. Espécies consideradas moduladas foram exploradas
por analise de regresséao linear. A regressao linear foi construida para tentar
explicar o efeito dos minerais na microbiota e o efeito da microbiota nos
parametros bioquimicos mensurados.

Considerou-se p-valor menor que 0,05 para discriminagdo de meédias
estatisticamente diferentes. Além disso, quando apropriado, o valor de p foi
corrigido de acordo com o método de controle de False Discovery Rate (FDR)
proposto por Benjamini & Hochberg (1995), que reduz a proporgéo de falsos

positivos.
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7. RESULTADOS

7.1 CARACTERIZAGAO DA CASTANHA-DO-BRASIL

As castanhas-do-brasil foram avaliadas anteriormente ao inicio do estudo
quanto a sua composi¢cao de macro e micronutrientes e perfil de acidos graxos.
Os dados foram calculados por 100 g de amostra integral de castanha-do-brasil
e por unidade de castanha (5 g) (Tabela 3).

Tabela 3. Composigcao centesimal e concentracdo de minerais das castanhas-
do-brasil utilizadas na intervengao do estudo. Sdo Paulo, 2019.

Variavel 100 g* 1 noz (5 g)
Energia (kcal) 700,5 + 26,3 350+1,3
Umidade (%) 1,1+£0,2 0,1+0,0
Proteina (g) 155+1,5 0,8+0,1
Lipidios (g) 63,3+5,5 32+0,3
Carboidrato (g) 17,2+43 0,9+0,2
Cinzas (g) 29+0,2 0,1+0,0
Selénio (ng) 7398,5 + 589,5 369,9 + 29,5
Bario (ug) 4369,0 £ 1139,0 218,5 £ 56,9
Cadmio (ug) <LOD <LOD
Cobalto (ng) 20,0+6,0 1,0+£0,3
Manganés (ug) 2120,0 + 469,0 105,1 £ 23,5
Chumbo (ug) <LOD <LOD
Cromo (ug) 495,0 £ 52,0 2477 +2,6
Cobre (ug) 2143,0 £ 231,0 107,1+ 11,5
Zinco (mg) 113,7 £ 15,9 57+0,8
Magnésio (mg) 421,3 + 26,2 21,1+1,3

Legenda: Dados apresentados em média + desvio padréo. *Amostra integral; LOD:
Limite de deteccao do equipamento.

As sementes oleagionas sao alimentos de alta complexidade nutricional.
A castanha-do-brasil utilizada neste estudo era constituida majoritariamente por
lipideos (63,3%), proteinas (15,5%) e carboidratos (17,2%), além de quantidades
significantes de alguns minerais, como bario, manganés, cromo, cobre, zinco,
magnésio e, em maior concentracao, selénio. O teor de selénio ofertado na

intervencao foi de 369,9 ng/dia.
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Apesar de ter a gordura em maior proporgao entre os macronutrientes,
seu consumo por meio de 1 unidade de castanha (3,2 g/dia) foi pouco significante
frente ao total ingerido pela dieta. Devido a alta concentragdo de lipideos na
castanha, investigou-se o perfil de acidos graxos em sua composi¢ao, cujos
resultados estdo na Tabela 4. Os acidos insaturados estavam em maior
concentragao: linoleico (39,1%) e oleico (32,8%) e saturados palmitico (15,5%)

e esteario (11,3%).

Tabela 4. Perfil de acidos graxos da castanha-do-brasil. Sdo Paulo, 2019.

Acidos graxos Composto Concentracgao (%)
Linoléico C 18:2c 39,07 £ 0,72
Oleico C 18:1c 32,82 + 0,54
Palmitico C 16:0 15,52 £ 0,11
Estearico C 18:0 11,34 £ 0,14
Palmitoléico C 16:1 0,35+0,02
Eicosatriendico C 20:3n-3 0,27 £ 0,01
Araquidico C 20:0 0,24 + 0,01
Nao identificado - 0,1+0,01
Margarico C17:0 0,06 £ 0,0
Miristico C 14:0 0,06 £0,0
Linolénico C 18:3 0,05+0,0
Behenico C 22:0 0,05+0,0
Gadoléico C 201 0,04 +£0,0
Heptadecenoico C171 0,02+0,0

Legenda: Resultados em média + desvio padréo.

7.2 CARACTERIZAGAO DA POPULAGAO DE ESTUDO

Apos a selegao inicial dos participantes (T0), foram excluidos do estudo
os participantes que iniciaram o uso de antibidticos (n=2), apresentaram
hipercolesterolemia (n=2) ou bulimia (n=2), ndo entregaram a amostra de fezes
(n=1), desistiram do estudo (n=6) ou tiveram erro no sequenciamento de sua
amostra (n=4). Portanto, permaneceram no estudo 97 dos 114 individuos
recrutados inicialmente. Os participantes tinham idade média de 28,7 + 8,5 anos.
As caracteristicas socioeconémicas e de habitos de vida estdo descritas na
Tabela 5.
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De acordo com os dados obtidos pelo questionario socioeconémico
aplicado, a amostra apresenta propor¢cao semelhante entre homens e mulheres,
sendo que a maioria se declarou de etnia branca (63,4%), possui renda familiar
acima de 3 salarios minimos (62,3%) e ensino superior completo e incompleto
(94,1%). Entre as doengas mais prevalentes no histérico familiar dos
participantes, estdo hipertensao arterial (50,5%), diabetes mellitus (44,6%) e
cancer (40,6%).

Além disso, a maioria dos participantes adotava habitos de vida
saudaveis. Observou-se que 96% da amostra nunca fumou, 77,2% nao fazia uso
frequente de bebida alcéolica e 82,2% era praticante de atividade fisica. Em
relacdo a avaliagdo antropométrica, todos os individuos foram classificados
como eutréficos e ndo foi observada alteracdo significativa em relag&o ao indice

de massa corporea entre os tempos (22,1 + 3,2 para 22,4 + 2,3 kg/m?).

Tabela 5. Dados descritivos dos participantes do estudo. Sao Paulo, 2019.

Variavel N %

Género

Feminino 49 50,5
Masculino 48 49,5
Etnia

Branco 65 67,0
Pardo 12 12,4
Amarelo 8 8,2
Negro 8 8,2
Mulato 2 3,0
Indigena 2 2,0

Renda familiar

<1SM 6 6,2
1-2SM 11 11,3
2-3SM 21 21,6
3-5SM 16 16,5
5-10SM 37 38,1
>10 SM 10 10,3

Grau de escolaridade

Ensino médio completo 6 59
Ensino superior incompleto 42 42,6
Ensino superior completo 49 51,5
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Historico familiar

Hipertensao arterial 51 50,5
Diabetes mellitus 45 44,6
Cancer 41 40,6
Doencas da tireoide 15 14,9
Obesidade 14 13,9
Insuficiéncia renal 6 59
Doengas inflamatérias intestinais 2 2,0
Tabagismo

Nunca fumou 97 100,0
Ex-fumante 0 0,0

Uso de bebida alcodlica

Nao faz 34 35,1
2 ou 3 vezes por semana 8 8,2
1 vez por semana 11 11,3
1 a 2 vezes por més 38 39,2

Pratica de atividade fisica

Sim 81 83,5

Nao 16 16,5
Legenda: SM: salario minimo vigente durante o estudo (R$788,00). Dados
apresentados em frequéncia absoluta (n) e relativa (%).

7.3 PARAMETROS BIOQUIMICOS

A castanha-do-brasil &€ quantitativa e qualitativamente a melhor fonte de
selénio na natureza. Este alimento se mostrou eficaz em melhorar o status de
selénio da populagdo do estudo, comprovado pelo aumento significativo das
concentragdes do mineral no organismo (plasma, eritrocitos e fezes) e de seus
marcadores funcionais (selenoproteina P e atividade da GPX) (Tabela 6).

Ao avaliar os individuos de acordo com os valores de referéncia,
observou-se que apenas uma pequena parcela apresentou deficiéncia em
selénio, de acordo com a concentragao de selénio no plasma (8,2%) e eritrécitos
(2,1%) e pela atividade da GPX (2,1%) no TO (Figura 6).

Apos a intervengado, a maioria dos participantes foi classificada acima do
intervalo de normalidade para esses marcadores. Na literatura, ainda nao foi

estabelecido uma faixa de referéncia para selénio nas fezes e selenoproteina P.
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Tabela 6. Marcadores de selénio na populagao de estudo. Sdo Paulo, 2019.

Delta P- Ay ik

Marcadores T0 ™ (%) valor Referéncia
Selénio no 73,7 235,0
plasma’ (64,4 -84,9) (187,6-268,8) 2189 <0,0001 60 - 120
Selénio nos 146,3 602,4
eritrocitos’ (129,0 — 180,2) (462,4-760,7) 311,8 < 0,0001 90 -190
Selénio nas 0,17 0,39
fezes? (0,14 — 0,24) (0,25 - 0,64) 134,8 < 0,0001 -
Atividade da 48,4 113,4
GPX* (40,3-59,8)  (90,5—146,0) 1343 <0,0001 27,5-736
Selenoproteina 5236,0 6136
p* (446,8 —879,1) (4657,5-7754,5) 17,2 0,001 -

Legenda: Resultados em mediana (intervalo interquartil Q1 — Q3). ' ug/L; 2 ppm; 3 U/g
hemoglobina; “ng/mL; *p-valor calculado por teste Wilcoxon para amostras dependentes
e considerado significante quando p<0,05. ®Referéncia proposta pelo kit disponivel
comercialmente (Ransel®, Randox Laboratories, UK). GPX: glutationa peroxidase; TO:
Tempo 0; T1: Tempo 1. Delta: diferenga entre T1 e TO.

Figura 6. Distribuicdo percentual dos participantes segundo marcadores do
Status de selénio. Sdo Paulo, 2019.
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Além do selénio, é necessario considerar que a castanha-do-brasil possui

um conjunto complexo de minerais. Os efeitos da intervengado na concentragao

desses micronutrientes foram avaliados nos eritrocitos, no plasma e nas fezes

(Tabela 7). Nao foi possivel obter dados dos mesmos minerais para os 3

compartimentos, devido problemas técnicos na analise.

Tabela 7. Concentragdo dos minerais avaliados no plasma, nos eritrocitos e nas
fezes. Sdo Paulo, 2019.

Marcadores TO T Delta (%) P-valor
Eritrécitos’
Cobalto 0,7 0,2 - 69,1 < 0,001
(0,6 -0,8) (0,2-0,3)
Cobre 629,7 1067,4 69,5 < 0,001
(573,0 — 666,7) (990,3 — 1153,9)
Zinco 1133,3 2112,0 81,4 < 0,001
(986,1 — 1302,5) (1857,6 — 2292,9)
Arsénio 10,8 8,6 -20,8 < 0,001
(9,5-11,9) (7,7-9,5)
Cadmio 0,12 0,48 300,0 < 0,001
(0,06 — 0,23) (0,41 -0,6)
Bario 6,1 24 - 59,7 < 0,001
(4,0-7,9) (22-27)
Chumbo 16,8 31,0 85,0 < 0,001
(8,7 — 25,8) (25,4 - 39,4)
Plasma’
Cobalto 0,93 1,1 19,4 < 0,001
0,9-1,1) (1,0-1,3)
Manganés 2,2 2,0 -6,7 0,38
(1,8-2,6) (1,9-2,3)
Zinco 1201,4 1121,0 -6,7 < 0,001
(994,0 — 1318,6) (741,4 — 1221,9)
Cobre 988,3 903,2 -8,4 0,01
(884,9 — 1230,2) (816,8 — 1108,3)
Arsénio 6,9 16,9 + 2,1 144.6 < 0,001
(6,0-7,8) (15,9 -17,6)
Cadmio 0,04 0,04 0,0 0,31
(0,03 -0,04) (0,03 -0,06)
Bario 6,9 9,0 31,3 < 0,001
(6,3-7,6) (8,0-10,2)
Chumbo 0,6 0,9 48,2 < 0,001
(0,5-10,8) (0,8-1,2)
Fezes
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Aluminio? 24 3,8 62,9 < 0,001

(2,0-2,8) (3,0-4,9)
Manganés? 7,0 4,9 - 30,0 < 0,001
(5,8-8,8) (4,2-6,6)
Zinco? 94,5 51,7 -454 < 0,001
(69,2 —123,7) (40,5 -65,7)
Cobre? 37,3 17,0 - 54,7 < 0,001
(29,7 —45,9) (12,7 - 20,8)
Bario? 29 2,4 - 16,7 < 0,001
(1,8-4,1) (1,8-3,2)
Ferro? 109,8 49,5 - 55,0 < 0,001
(83,0-136,4) (36,5-61,7)
Magnésio? 1006,4 405,1 - 59,7 < 0,001
(796,9 — 1301,8) (310,0 — 527,8)
Molibdénio® 587,2 613,2 4,4 0,93

(446,8 — 879,1) (415,4 — 864,5)

Legenda: Resultados em mediana (intervalo interquartil Q1 — Q3). " ng/L; 2 ppm; ® ppb;
*p-valor calculado por teste Wilcoxon para amostras dependentes e considerado
significante quando p<0,05. TO: Tempo 0; T1: Tempo 1. Delta: diferenga entre T1 e TO.

O aumento significativo na concentragao eritrocitaria foi observado para
cobre e chumbo e reducao para cobalto, zinco, arsénio e bario (p<0,001). No
plasma, os minerais cobalto, arsénio, bario e chumbo aumentaram apds a
suplementagao, ja o zinco e cobre reduziram significativamente. Esses dois
compartimentos refletem a eficiéncia dos processos de absorgcdo e
disponibilidade para aproveitamento dos nutrientes pelo organismo. Os valores
de referéncia ndo estao estabelecidos para todos os minerais no Brasil € nos
demais paises. A interpretacao dos dados foi feita pela comparagdo com estudos
de biomonitorizacdo em populagcdes semelhantes ao deste trabalho, na secao
de discusséo.

Nas fezes, os minerais presentes sao o remanescente da absorcéo e
utilizagdo, ou seja, eliminados pelo organismo. A diminuigdo significativa das
concentragcbes de manganés, zinco, cobre, bario, ferro e magnésio indicam
maior aproveitamento pelo organismo (p<0,001). O aluminio foi o Unico mineral
avaliado a aumentar nas fezes de modo significante.

A permeabilidade intestinal foi avaliada indiretamente pela proteina
ligadora de lipopolissacarideo. O valor mediano encontrado no plasma foi de
11816,5 ng/L no TO e 13103,5 ng/L no T1 (p = 0,101).
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7.4 INGESTAO ALIMENTAR

O consumo habitual de nutrientes pelos individuos esta caracterizado na
Tabela 8. Os participantes foram orientados a ndo mudarem seus habitos
alimentares durante o periodo do estudo. Sem considerar o0 consumo da
castanha-do-brasil, ndo foi observada diferengca estatistica na ingestdo de
energia e macronutrientes entre os tempos. Em relagdo aos minerais, a ingestéo
permaneceu semelhante, exceto para cobre e magnésio, cujo consumo foi
diminuido no Tempo 1.

A suplementacédo de castanha-do-brasil aumentou significativamente a
ingestdo de selénio, sem alterar o consumo dos outros nutrientes (dados néo
apresentados). Segundo as diretrizes do Instituto de Medicina Americano
(Institute of Medicine) para ingestao alimentar, os voluntarios atingiram os

valores de normalidade para os nutrientes avaliados, exceto fibras e magnésio.

Tabela 8. Ingestdo alimentar habitual dos individuos antes e apos a
suplementacao. Sao Paulo, 2019.

Nutriente TO T1* p-valor® Referéncia
Energia (kcal) 2167,8 +668,3 2073,6+5342 0,16 -
Carboidratos (g) 281,0+914 270,6 + 78,1 0,51 45— 65% ?
Proteinas (g) 94,2 +43,9 88,5+ 34,3 0,61 10 — 35% ?
Lipideos (g) 78,2 +29,9 74,0 £27,2 0,80 20 — 35% 2
Colesterol (mg) 375,1£2121 353,0£203,3 0,62 <300

G. Monoinsaturadas (g) 23,4+9,6 22,4 +9,6 0,83 Por diferenga3
G. Poliinsaturadas (g) 14,1+ 6,6 16,7 £ 29,8 0,52 6 —10% 23
G. Saturadas (g) 282+ 11,5 27,3+12,0 0,78 <10% 23
G. Trans (g) 2,1+19 1,720 0,19 <1% 23
Fibras (g) 22,1491 20,7+9,5 0,20 38/25"4
Selénio (ug) 103,3+113,9 83,6 +121,1 0,28 451
Calcio (mg) 906,2 + 5584 862,0+£460,7 0,48 800
Cobre (mg) 1,4 +£0,9 1,2+0,6 0,02 0,71
Ferro (mg) 13,1 +5,1 12,4 4.9 0,46 6/8,114
Fésforo (mg) 1323,9+494.4 14049+563,1 0,78 580 '
Magnésio (mg) 287,6 £93,7  269,0£87,9 0,03 420/320 "*
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Manganés (mg) 24,7 + 63,0 15,4 + 23,6 0,36 2,8/1,814
Potassio (mg) 27555+ 8984 2608,2+8429 0,23 4,7°
Zinco (mg) 14,3 + 16,6 11,4+53 0,70 94/6,8 "4

Legenda: Resultados em média + desvio padréo. *Nao se considerou a castanha-do-
brasil; “Teste wilcoxon para amostras pareadas com os valores residuais de cada
nutriente; 'Necessidade Média Estimada (EAR/DRI/2014); 2Faixa de distribuicdo de
macronutrientes aceitavel (AMDR/DRI); 3Calculado sobre a quantidade total de
gorduras; “Homens / Mulheres; °Ingestao Adequada (Al/IOM/2004); TO: Tempo 0; T1:
Tempo 1.

7.5 CARACTERIZAGAO DA MICROBIOTA INTESTINAL
7.5.1 Dados descritivos do microbioma

O sequenciamento da microbiota intestinal conduzido na plataforma
lllumina Miseq® gerou 5.229.248 sequéncias para o gene 16S DNA ribossomal,
sendo identificadas 94.924 OTUs diferentes, mapeadas de acordo com o banco
de dados SILVA (QUAST et al., 2013). Em média, foram obtidas 26.955 + 9.045
sequéncias por amostra. Estas sequéncias foram utilizadas para a identificacao
das unidades taxonémicas operacionais (Operational Taxonomic Units — OTUSs),
construg&o da arvore filogenética, calculo de abundancia relativa, das distancias

UniFrac e dos indices de alfa diversidade.

7.5.2 Influéncia da castanha-do-brasil e dos marcadores
bioquimicos na composig¢ao global da microbiota
Os efeitos da suplementagdo com castanha-do-brasil na composig¢ao da
microbiota intestinal foram investigados em diferentes vertentes. Primeiramente,
a analise PERMANOVA foi conduzida para definir se cada variavel de interesse
estava relacionada significantemente com a beta diversidade das amostras,
utilizando as matrizes de distancia UniFrac unweighted (presenga/auséncia de
géneros) e weighted (abundancia de géneros).
Esse teste revelou que a intervencdo nao foi capaz de impactar
significantemente a composigéo global do microbioma (FDR = 1,0) (Figura 7).
Como esperado, a variacado interpessoal da microbiota foi mais forte que a

variagao induzida pela intervengdo com castanha-do-brasil.
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Figura 7. Distribuicdo das amostras de acordo com o tempo, utilizando as
matrizes de distancia UniFrac unweighted (a) e weighted (b). Sado Paulo, 2019.
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Subsequentemente, testou-se a relacdo de cada variavel bioquimica
separadamente nas diferencas de beta diversidade das amostras em 3
circunstancias: ambos os tempos (n=194), no inicio (n=97) e fim (n=97) do
estudo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 9 e ilustrados pelos
graficos de coordenada principal (PCoA) a seguir (Figura 8 e 9).

No modelo em que se considerou o individuo nos dois tempos (n=194),
assumiu-se as variagdes intraindividuais e foi possivel averiguar se a
suplementagao exerceu alguma influéncia na relagdo entre a microbiota e o
parametro avaliado. Nas fezes, a intervencdo da castanha permitiu que os
minerais bario, zinco, cobre e ferro evidenciassem sua influéncia na composigao
elou distribuicdo de grupos bacterianos (FDR<0,05). O cadmio foi o unico
elemento nos eritrocitos a influenciar a abundéncia de bactérias apos ingestéo

de castanha-do-brasil.

Tabela 9. Resultados da PERMANOVA em relacdo a microbiota e marcadores
bioquimicos. Sdo Paulo, 2019.

Todos (n=194) TO (n=97) T1 (n=97)
unweighted weighted unweighted weighted unweighted weighted

Marcadores do status de selénio e de permeabilidade intestinal

® T0 (n=97)

T1 (n=97)

GPX 0,97 0,93 0,21 0,24 0,72 1,00
Se plasma 1,00 0,56 0,65 0,55 0,31 0,26
Se eritrocitos 1,00 1,00 0,51 0,57 0,56 1,00
Se fezes 0,77 0,35 0,77 0,38 0,06 0,14
SEPP 1,00 1,00 0,76 0,93 0,44 1,00
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LBP 1,00 1,00 0,76 0,82 1,00 0,99
Eritrocitos

Cobalto 1,00 0,86 0,41 0,56 1,00 0,59
Cobre 1,00 1,00 0,50 0,68 0,99 0,82
Zinco 1,00 1,00 0,56 0,81 1,00 1,00
Arsénio 1,00 1,00 0,76 0,57 0,72 0,97
Cadmio 0,82 0,11 0,24 0,26 0,18 0,03*
Bario 1,00 1,00 0,73 0,56 0,99 0,98
Chumbo 0,65 0,99 0,11 0,55 0,28 0,49
Plasma

Cobalto 1,00 0,98 0,72 0,39 0,97 0,91
Arsénio 1,00 1,00 1,00 0,97 0,35 0,61
Bario 1,00 0,75 0,76 0,75 0,28 0,28
Cadmio 1,00 1,00 0,99 1,00 1,00 0,97
Manganés 1,00 1,00 0,81 0,77 1,00 1,00
Chumbo 1,00 1,00 0,28 0,52 0,59 0,81
Zinco 1,00 1,00 0,65 0,78 0,90 0,82
Cobre 0,91 0,72 0,30 0,55 0,28 0,28
Fezes

Bario 0,013* 0,10 0,013* 0,022* 0,025* 0,28
Manganés 0,20 0,06 0,022* 0,06 0,12 0,05*
Aluminio 1,00 0,52 0,44 0,44 0,51 0,24
Zinco 0,01* 0,025* 0,014* 0,013* 0,10 0,39
Cobre 0,021* 0,013* 0,013* 0,013* 0,013* 0,025*
Ferro 0,013* 0,013* 0,013* 0,013* 0,025* 0,12
Magnésio 0,76 0,28 0,037* 0,025* 0,99 0,76
Molibidénio 0,44 0,25 0,11 0,12 0,12 0,09

Legenda: Tabela construida com valores de FDR (p corrigido). * FDR<0,05; TO: Tempo
0; T1: Tempo 1; SEPP: selenoproteina P; LBP: proteina ligadora de lipopolissacarideos.

No tempo 0, a interpretacdo dos resultados aponta a interacao
circunstancial das variaveis, refletindo principalmente os habitos de vida de cada
individuo. A concentragdo de minerais nas fezes reflete a quantidade ingerida
habitualmente pelos participantes, absorvida, utilizada pelo organismo e
remanescente no colon para influenciar a composicdo da microbiota. As
concentragbes de bario, manganés, zinco, cobre, ferro e magneésio nas fezes
foram significantemente associadas a composi¢céo bacteriana inicial. Entretanto,
esta relacdo n&o foi mantida para zinco e magnésio apos a intervengado. No
periodo pos suplementacao, o efeito sobre a microbiota pode ser atrelado ao

fornecimento suplementar de micronutrientes pela castanha, permitindo maior
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disponibilidade para utilizagdo pelas bactérias. Entretanto, ndo observamos
efeito adicional aos vistos no Tempo 0.

Os graficos de coordenada principal a seguir ilustram a distribuicdo das
amostras segundo concentragado de minerais nas fezes (Figuras 8 e 9). Nota-se
a tendéncia de disposicao dos individuos com maior teor de selénio nas fezes
em regides diferentes da PCoA para as distancias unweighted (FDR=0,06) e
weighted (FDR=0,11) no T1. No inicio do estudo, ndo foi possivel observar
claramente esta divisdo, visto que ndo ha uma ampla variagdo das

concentracdes de selénio entre os individuos.

Figura 8. Grafico de coordenada principal segundo concentragao de selénio nas
fezes no TO e T1, construido com as distancias UniFrac weighted (a) e
unweighted (b). Sdo Paulo, 2019.
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Figura 9. Grafico de coordenada principal segundo concentragdo de minerais
nas fezes, construido com as distancias UniFrac weighted (a) e unweighted (b)

de ambos os tempos (n=194). Sao Paulo, 2019.
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O agrupamento de amostras de acordo com a concentragao dos minerais
nas fezes também foi observado para bario, zinco, cobre e ferro (Figura 9). Em
vista disto, os enterdtipos foram investigados como um possivel fator de
segregacao das amostras. Este estudo foi pioneiro em apresentar a relagéo
entre concentracdo de minerais e composi¢cao do microbioma, com ou sem

intervencgao.

7.5.3 Enterétipos

A presenga de um perfil bacteriano predominante foi investigada nas
amostras. Os enterotipos foram identificados de acordo com o método descrito
por Arumugam et al. (2011), utilizando a tabela de géneros e a matriz de
distancia weighted gerada na analise de beta diversidade das amostras. Para
esta andlise, considerou-se apenas os dados do inicio do estudo (T0).

Apenas os enteroétipos Bacteroides e Prevotella foram identificados como
predominantes nas amostras (Figura 10). O cluster Bacteroides foi atribuido a
63 individuos e o Prevotella agrupou 34 participantes.

O escore Silhouette foi calculado para avaliar o grau de similaridade entre
0s 2 clusters, sendo que valores proximos a 1 sugerem que a segregacgao foi
significante e legitima. O suporte estatistico para a divisdo de enterdtipos
proposta neste estudo foi fraco (silhouette = 0,33), possivelmente pelo tamanho

da amostra.

Figura 10. Analise de coordenada principal dos enteroétipos identificados. Sao
Paulo, 2019.

Principal coordinate analysis

Legenda: Verde- Bacteroides; Vermelho- Prevotella.
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Apesar disto, observamos diferengas estatisticas entre marcadores

bioquimicos segundo esta divisdo de clusters, apresentadas na Tabela 10. O

enterétipo Bacteroides apresentou maiores concentragcdes de bario, aluminio,

cobre, ferro e molibdénio nas fezes em comparagcéo ao Prevotella (p<0,05).

Portanto, € possivel afirmar que os clusters ja apresentavam efeitos diferenciais

no inicio do estudo.

Dentre os minerais dosados nos eritrécitos e no plasma, apenas cadmio

e zinco tiveram diferenga significativa entre os clusters. Os individuos em cada

enterétipo nao diferiram quanto as concentragdes dos marcadores de selénio.

Tabela 10. Comparacdes das variaveis bioquimicas entre os enterotipos. Sao

Paulo, 2019.
Bacteroides (n=63)  Prevotella (n=34) p-valor*

Marcadores do status de selénio e permeabilidade intestinal
Selénio eritrocitos’ 160,4 + 55,3 164,6 + 58,6 0,65
Selénio plasma’ 78,7 £ 25,3 81,2+22,6 0,25
Selénio fezes? 274,5 + 302,0 173,8 +78,8 0,26
Atividade GPX* 50,2 £ 13,8 50,2 £ 141 0,62
SEPP® 5865,5 £ 2321,6 5424,2 £ 1473,2 0,51
LBP® 13396,1 + 6609,7 12044,0 + 4877,6 0,65
Eritrécitos’
Cobalto 0,7+0,2 0,7+0,1 0,63
Cobre 616,8 £ 72,6 623,1 + 68,8 0,90
Zinco 11346,6 + 2240,7 11676,1 + 2036,4 0,34
Arsénio 10,9+1,8 10,8 £1,9 0,44
Cadmio 0,2+0,1 0,110, 0,02
Bario 6,5+3,5 7,9+6,0 0,40
Chumbo 20,3 +15,4 18,3+ 10,6 0,98
Plasma'’
Cobalto 1,0+0,4 0,9+0,2 0,36
Arsénio 76145 6,8+14 0,43
Bario 72+15 72+£15 0,79
Cadmio 0,04 + 0,02 0,03 + 0,01 0,02
Manganés 23108 2,3+0,6 0,48
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Chumbo 0,7+£0,41 0,7+0,2 0,71
Zinco 1109,8 + 238,52 1235,3 + 202,6 0,02
Cobre 1137,0 + 386,2 1086,3 + 381,6 0,45
Fezes

Bario? 3417 28+1)7 0,05
Manganés? 8,2+3,0 7,431 0,08
Aluminio? 2,6%0,7 21+0,6 0,001
Zinco? 98,5+ 34,9 97,3 +35,3 0,95
Cobre? 401*124 35,9+16,8 0,05
Ferro? 121,0 + 42,1 100,9 + 35,2 0,03
Magnésio? 1121,5 £ 395,2 1052,0 £ 450,7 0,22
Molibdénio® 768,0 £ 390,5 645,9 + 489,5 0,03

Legenda: Resultados em média + desvio padr&o. ' ug/L; 2ppm; * ppb; “U/g hemoglobina;
°ng/mL. *Teste Mann-Whitney para amostras independentes. SEPP: selenoproteina P;
LBP: proteina ligadora de lipopolissacarideos.

Apoés a suplementagado, as caracteristicas de cada enter6tipo n&o séo
mais observadas, exceto para cadmio e arsénio no plasma (p=0,037; p=0,015)
(dados nao apresentados). Visto que nao houve suporte estatistico suficiente, os

enterétipos nédo foram explorados por outras analises.

7.5.4 Alfa diversidade
O microbioma foi caracterizado inicialmente de acordo com sua
composicdo antes e apos a intervengdo com castanha-do-brasil. A analise
taxondémica revelou o total de 15 filos, 31 classes, 60 ordens, 114 familias e 239
géneros entre as amostras. A microbiota predominante em ambos os tempos

esta apresentada na Tabela 11.

Tabela 11. Abundancia relativa da microbiota em diferentes niveis antes e apos
da suplementacao de castanha-do-brasil. Sdo Paulo, 2019.

Niveis TO (%) T1 (%) p-valor*®
Filos

p__Bacteroidetes 58,38 58,43 0,71
p__Firmicutes 37,03 36,94 0,84
p__Proteobacteria 2,66 2,93 0,20
p__Tenericutes 0,45 0,55 0,50
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p__Cyanobacteria 0,14 0,20 0,39

Classes

c__Bacteroidia 58,38 58,43 0,71
c__Clostridia 35,61 35,20 1,00
c__Betaproteobacteria 1,99 1,97 0,74
c__Erysipelotrichi 1,28 1,52 0,28
¢__Gammaproteobacteria 0,40 0,61 0,03
Ordens

o__Actinomycetales 1.99 1,97 0,81
o__Bifidobacteriales 1,28 1,52 0,77
o__Coriobacteriales 1,00 0,62 0,57
0__Rubrobacterales 0,34 0,38 -
Familias

f__Bacteroidaceae 32,67 34,07 0,25
f__Prevotellaceae 17,72 16,51 1,00
f__Ruminococcaceae 13.77 14,38 1,00
f__Lachnopiraceae 9.89 10,15 1,00
o__Clostridiales;f__ 6,12 5.48 0,82
f__Veillonellaceae 4,02 3.61 1,00
f_Rikenellaceae 3,02 2.86 -
Géneros

g__Bacteroides 32,67 34,07 0,30
g__Prevotella 17,72 16,51 0,74
g__Ruminococcus 2,39 2,21 0,58
g__Dialister 2,02 1,63 0,12
g__Suterella 1,83 1,72 0,94
g__Phascolarctobacterium 1,58 1,60 0,52

Legenda: *Teste Wilcoxon para amostras pareadas. TO: Tempo 0; T1: Tempo 1.

Os filos mais abundantes foram Bacteroidetes (58%) e Firmicutes (37%).
Bacterodia (58%) e Clostridia (35%) foram as classes mais prevalentes e
Actinomycetales (~1,9%) e grupos nao identificados (35%) estavam entre as
ordens predominantes. As familias mais abundantes foram Bacteroidaceae
(~33%) e Prevotellaceae (17%), dos mesmos grupos que 0S géneros
Bacteroides (~33%) e Prevotella (17%).

De maneira geral, ndo houve grandes mudangas na abundéancia relativa

das bactérias em quaisquer niveis taxonémicos. Registrou-se o aumento
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significativo da classe Gammaproteobacteria (p=0,03) e dos géneros
Faecalibacterium (p=0,005), Bulleidia (p=0,017) e Bilophila (p=0,048) apds a
intervencao. Por outro lado, a abundancia de Parabacteroides (p=0,002) foi
reduzida com a ingestdo da castanha.

Os indices de alfa diversidade foram calculados para avaliar a abundancia
e diversidade de bactérias intraindividualmente. Nao houve mudanga
significativa na abundancia relativa (indice Shannon) e absoluta (Espécies
observadas), diversidade estimada (Chao7) e filogenética (Diversidade

filogenética) entre os tempos, como observado na Tabela 12.

Tabela 12. indices de alfa diversidade das amostras antes (T0) e apés (T1) a

intervencgdo. S&do Paulo, 2019.

indices TO T P-valor*
Chao1 4389,48 + 964,75 4539,86 + 963,89 0,25
Espécies observadas 1317,18 £ 277,87 1363,73 + 277,38 0,21
Diversidade filogenética 56,85 + 13,27 58,21 + 13,30 0,39
Shannon 6,02 £ 0,92 6,16 £ 0,88 0,32

Legenda: Resultados em média + desvio padréo. *Teste Wilcoxon para amostras

pareadas.

7.5.5 Associagao entre géneros e parametros bioquimicos

A fim de analisar detalhadamente a interrelacdo entre microbiota e as
variaveis bioquimicas, conduzimos as analises de correlagao e regressao linear.

Como mencionado anteriormente, a intervengdo com castanha-do-brasil
nao foi capaz de alterar a alfa diversidade das amostras; entretanto, a analise de
correlagdo mostrou resultados interessantes entre esses indices e os minerais
avaliados, apresentados no mapa de calor da Figura 11. Ao comparar os
resultados em cada tempo, foram observadas correlagdes significativas entre
minerais no plasma e as métricas de alfa diversidade tanto antes quanto apos a
suplementagéo (T1).

Em ambos os tempos, os minerais nas fezes se correlacionaram
positivamente com indices de alfa diversidade, indicando que quanto maior a

disponibilidade nas fezes, maior abundancia e diversidade de espécies
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bacterianas. Por outro lado, os minerais arsénio, bario e cadmio no plasma foram
negativamente correlacionados com os indices Shannon, diversidade
filogenética e espécies observadas, sobretudo apos a suplementagdo. Entre os
marcadores de selénio avaliados, apenas a dosagem nas fezes foi fortemente

correlacionada com a abundancia e diversidade filogenética.

Figura 11. Correlagcdes entre métricas de alfa diversidade e marcadores

bioquimicos em ambos os tempos. Sao Paulo, 2019.
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Legenda: *p<0,05. Heatmap construido com o coeficiente da correlagéo (R).

A analise especifica dos grupos taxondmicos foi primeiramente realizada
utilizando a variagdo (delta) da abundéncia de géneros e dos marcadores
bioquimicos entre os tempos. Assim, possibilitou-se estipular quais relagcdes
géneros-bioquimicos ocorreram no periodo do estudo. Para isso, a analise foi
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restrita somente as sequéncias classificadas em géneros conhecidos, excluindo
os grupos de abundéncia relativa nula, resultando em 129 géneros a serem
avaliados.

Observou-se correlagado inversamente proporcional entre atividade da
GPX e os géneros Lachnospira (r=-0,25; p=0,014) e Megasphaera (r=-0,25;
p=0,014) e diretamente proporcional com Campylobacter (r=0,27; p=0,007). A
concentragdo de selénio nos eritrocitos foi correlacionada positivamente com
Odoribacter (r=0,20; p=0,047), Ruminococcus (r=0,22; p=0,033) e Streptoccocus
(r=0,25; p=0,012). O selénio plasmatico se correlacionou com Veillonella (r=0,29;
p=0,005), Anaerotruncus (r=-0,26; p=0,026), Clostridium (r=0,21; p=0,040),
Lactococcus (r=0,21; p=0,036), Pseudomonas (r=0,20; p=0,05) e Succinivibrio
(r=-0,21; p=0,036). Nas fezes, este mineral teve correlagao positiva com Bilophila
(r=0,30; p=0,003), Coprococcus (r=0,23; p=0,026), Oscillospira (r=0,23; p=0,025)
e Desulfovibrio (r=0,25; p=0,015).

As fezes sdo o compartimento onde é possivel estudar com maior
precisao a interagdo entre microbioma e minerais, sendo observado um grande
numero de correlagdes significativas entre essas medidas no heatmap da Figura
12. Haemophilus foi o género com maior numero de correlagdes significativas
entre os marcadores fecais bario (r=-0,37; p<0,001), cobre (r=-0,34; p<0,0001),
zinco (r=-0,32; p=0,001), ferro (r=-0,27; p=0,01) e magnésio (r=-0,21; p=0,043) e
SEPP no plasma (r=0,26; p=0,01). Neste mesmo cluster de correlagdes
negativas com minerais nas fezes, estao Suftterela, Prevotella, Paraprevotella,
Streptococcus, Roseburia e um género nao identificado do filo Elusimicrobia.

Em contrapartida, os minerais nas fezes apresentaram correlagéo positiva
com Collinsella, Enterococcus, Desulfovibrio, Anaerotruncus, Oxalobacter,
Slackia, Anaerostipes, Acidaminococcus, Parabacteroides, Odoribacter,
Holdemania, Oscillospira e Bilophila. Nota-se, ainda, que Bacteroides e

Prevotella foram agrupados em clusters diferentes.
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Figura 12. Correlagao entre a variagao (delta) da abundancia de géneros e biomarcadores avaliados entre os tempos. Sao Paulo,

2019.
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Heatmap construido com o coeficiente da correlagao (R). *p<0,05.
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7.5.6 OTUs que mudaram

Ao total, 670 unidades taxondmicas foram modificadas durante o periodo
de suplementacdo com castanha-do-brasil, de acordo com o teste t ndo
paramétrico. A partir da tabela de OTUs, construiu-se uma tabela de géneros a
fim de detalhar os efeitos da intervengado no microbioma.

Dos 129 géneros identificados no estudo, 38 mudaram com a intervengao.
Entre eles estdo Bacteroides, Odoribacter, Collinsella, Prevotella, Enterococcus,
Blautia, Coprococcus, Rumonococcus, Dorea, Lachnospira, Roseburia,
Faecalibacterium, Oscillospira, Dialister, Sutterella, Bilophila, Desulfovibrio e
Campylobacter.

Em seguida, a analise de regressao linear foi realizada para determinar
quais os géneros possivelmente influenciam as concentragbes dos outros
marcadores bioquimicos avaliados, considerando as amostras antes e apos a
suplementagao (n=194). Além disso, avaliamos quais mudangas no microbioma
sao explicadas pela concentragdo dos minerais nas fezes durante o periodo de
estudo. No heatmap construido com os valores de p, os fatores das linhas
explicam os das colunas (Figura 13).

Na primeira abordagem da analise de regressdo, os marcadores
bioquimicos no plasma e eritrocitos foram explicados pela abundéancia de grupos
bacterianos (Figura 13a). Entre os marcadores de selénio, a atividade da GPX
pode ser explicada pelos géneros Enterococcus (p=0,023) e Ruminococcus
(p=0,034) e a concentragdo do mineral nos eritrocitos pela abundancia de
Coprococcus (p=0,002). A concentragdo de SEPP, por sua vez, pode ser predita
por Dialister (p=0,02) e Oscillospira (p=0,02). Os minerais cobalto e cobre foram
0s que apresentaram maior numero de géneros preditores.

A segunda analise revelou que a concentragao de selénio nas fezes pode
explicar a abundancia de Bilophila (p<0,0001) (Figura 13b). Zinco, um
importante cofator do metabolismo de bactérias, pode ser considerado preditor
de Lachnospira (p=0,02) e Parabacteroides (p=0,004). Entre os micronutrientes
avaliados nas fezes, o molibdénio foi o que mais predisse os géneros que
mudaram neste estudo: Coprococcus (p=0,021), Dorea (p=0,043), Enterococcus
(p<0,0001) e Lachnospira (p=0,037).

A abundancia de bactérias produtoras de acidos graxos de cadeia curta

se mostrou fortemente influenciada pelos minerais presentes nas fezes. Entre
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elas, estdo os géneros Faecalibacterium, Roseburia, Dorea, Blautia, Bacteroides
e Prevotella. Faecalibacterium, um conhecido género comensal da microbiota
intestinal, se mostrou fortemente influenciada por ferro (p=0,02) nas fezes. O
género que mais apresentou interferéncias significativas pela concentragao de

minerais foi Lachnospira, predita por zinco, molibdénio, cobre (p=0,01) e ferro

(p=0,006).

Figura 13. Regresséo linear entre minerais nas fezes e os géneros modificados

com a suplementacao de castanha-do-brasil. Sao Paulo, 2019. 0.4
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8. DISCUSSAO

Este estudo foi o primeiro a avaliar os efeitos da intervengdo com
castanha-do-brasil sobre o microbioma intestinal. Os resultados revelaram que
a composicao global de bactérias nao foi impactada pela suplementagéo, porém
observamos influéncia significativa dos minerais bario, zinco, cobre e ferro nas
fezes na composicao e/ou distribuicdo de grupos bacterianos no Tempo 1.
Nossos resultados reforcaram que a castanha-do-brasil € uma excelente fonte
de selénio e foi eficaz em melhorar o status do mineral do individuo, comprovado
pelo aumento significativo das concentracdes de selénio no organismo (plasma,
eritrécitos e fezes) e de seus marcadores funcionais (selenoproteina P e
atividade da GPX).

8.1 A CASTANHA-DO-BRASIL

A castanha-do-brasil € um alimento de alta complexidade nutricional, rico
em acidos graxos mono e poli-insaturados, compostos fendlicos e minerais. Tal
composicao é caracteristica das sementes oleaginosas e recentemente muito
explorada para beneficios a saude humana. Neste estudo, o perfil de acidos
graxos da castanha teve predominéancia dos acidos poli-insaturados linoleico
(39,1%) e oleico (32,8%), semelhantemente ao descrito por Colpo et al. (2014)
e Pires (2012). Esses tipos de lipideos estdo envolvidos em prevengao do risco
cardiovascular, melhora do quadro inflamatério e do perfil lipidico, sobretudo em
grupos de risco, como obesidade, diabetes mellitus tipo 2, entre outros.

Os teores dos minerais nas plantas variam conforme o conteudo do
micronutriente no solo de cultivo, bem como condigdes ambientais, capacidade
genética da planta em acumular minerais, praticas de cultivo e possiveis
interferéncias exégenas de contaminagao do produto (RAYMAN, 2008).

A ampla variedade de elementos trago adiciona outros atributos a
castanha-do-brasil. Entre os compostos inorganicos da noz utilizada no estudo,
destacam-se selénio, bario, cobre, manganés, zinco e magnésio. Em
comparagao com a Tabela Brasileira de Composigdo de Alimentos (TBCA,
2018), nossas castanhas apresentaram maiores concentragdes de selénio,

magnésio, manganés e zinco. Embora os minerais estejam presentes em
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quantidades pequenas, com exceg¢ao do selénio, frente as recomendacdes
nutricionais estabelecidas, observaram-se neste estudo modificacbes
significantes no sangue e nas fezes apo0s a intervengdo com castanha.

A castanha-do-brasil foi mapeada quanto a sua concentragao de selénio
em amostras comercializadas em diferentes estados brasileiros (CARDOSO et
al., 2017). Observou-se variagao de 5,0 a 71,5 ug selénio/g castanha, sendo o
estado de Amazonas com maior teor do mineral na oleaginosa.
Comparativamente, a castanha utilizada no presente estudo continha 5 vezes
mais selénio (369,9 + 29,5 ug/g) que a maior concentragdo reportada.
Possivelmente, o melhoramento genético implantado na fazenda produtora
desta castanha (Agropecuaria Aruana S/A, ltacoatiara — AM) pode ter
aumentado a capacidade da planta de absorver e acumular selénio.

Parekh et al. (2008) reportaram que o conteudo de selénio € inversamente
proporcional ao de bario na castanha-do-brasil. A concentragcédo de bario variou
de 0,01 a 11,0 mg por noz de castanha-do-brasil, enquanto nossos dados
equivaleram a 1,0 mg por noz. Esse elemento € incorporado aos alimentos
devido a presenga do minério de hollandite nos solos (Ba2MngO1s) (CARDOSO
et al., 2017).

O conteudo de metais essenciais e toxicos foi previamente caracterizado
em nozes e sementes comestiveis, das quais a castanha-do-brasil apresentou
maior concentracdo de selénio, bario, calcio, cobalto e estréncio. Além disto,
avaliou-se a biodisponibilidade dos minerais provindos dessas nozes in natura
por meio do método de dialisabilidade, simulando in vitro os processos de
digestdo gastrointestinal e absorg&o intestinal pelo organismo. Foi observada
biodisponibilidade moderada para os metais essenciais (calcio, cobalto, cromo,
cobre, ferro, fésforo, potassio, manganés, magnésio, molibdénio, selénio e zinco)
e baixa para os metais toxicos (aluminio, bario, mercurio e cadmio) das nozes e
sementes, contribuindo para melhor qualidade nutricional desses alimentos
(MOREDA-PINEIRO et al., 2016).

A maioria dos metais € altamente bioacessivel, sendo liberados
enzimaticamente da matriz alimentar, porém com reduzida capacidade de
atravessar a membrana de dilise (KAFAOGLU et al., 2016; MOREDA-PINEIRO
et al., 2016). A proporgéao biodisponivel de minerais se mostrou dependente da

composi¢cdo de macro e micronutrientes nas nozes. A fragdo biodisponivel de
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calcio, manganés e zinco foi negativamente correlacionada com o conteudo
proteico da amostra, possivelmente pelo aumento da forga idnica aquosa,
resultando em menor solubilidade dos elementos na fase aquosa e, portanto,
menor taxa de biodisponibilidade. Ainda, esses metais apresentaram correlagao
positiva com a fibra alimentar soluvel presente nas nozes, divergindo do conceito
anterior de que o teor de fibras reduz a interagcdo entre enzimas e alimentos
(MOREDA-PINEIRO et al., 2016; YU et al., 2010).

Outro importante fator interferente na biodisponibilidade é a forma quimica
dos minerais. Além de se destacar quantitativamente na castanha-do-brasil, o
selénio esta em suas formas mais bioativas, os selenoaminoacidos
(selenometionina e selenocisteina), como revela o estudo de especiagédo
quimica conduzido por da Silva et al. (2013). A selenocisteina é a forma quimica
funcional do selénio no organismo, devido a sua incorporagdo nas 25
selenoproteinas humanas identificadas até o momento. Este dado € pertinente
dado que as diferentes espécies de selénio tém processos absortivos e
metabdlicos diferentes. No ambiente intestinal, apos a digestdo gastrointestinal
simulada, apenas a selenometionina foi encontrada como bioacessivel, o que
corresponde a 74% do total de selénio presente na castanha-do-brasil (DA
SILVA et al., 2013).

8.2 INFLUENCIA DA CASTANHA-DO-BRASIL NOS MARCADORES
BIOQUIMICOS

Desta forma, a castanha-do-brasil € qualificada como uma alternativa
alimentar para suplementagéo de selénio. A intervengdo com castanha-do-brasil
acrescentou 6,7 vezes o valor recomendado para selénio de 55 pg/dia, porém
ndo ultrapassou o limite maximo toleravel (UL). Pelo contrario, os demais
micronutrientes presentes na castanha pouco contribuiram para a ingestao diaria
frente ao total da dieta. A ingestdo alimentar dos minerais foi considerada
adequada segundo os valores de referéncia propostos pelo Instituto de Medicina
Americano (IOM, 2000), exceto para fibras e magnésio.

A quantificagdo dos nutrientes da dieta foi realizada com base na TBCA
2018, prioritariamente, e a Tabela da United States Department of Agriculture
(USDA), para aqueles alimentos ndo encontrados na TBCA. Os métodos de

avaliagdo da ingestao alimentar possuem erros intrinsecos, que podem afetar a
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precisao dos resultados, como depender da memoria do entrevistado, omissao
de informacdes, falta de detalhes sobre as por¢des e os alimentos consumidos,
auséncia ou acuracia de todos os nutrientes (em especial, metais pesados) e
alimentos nas tabelas de composicéo, alta variabilidade de micronutrientes nos
alimentos de diferentes regides, entre outros. Assim, tais métodos devem ser
empregados em associacdo com indicadores bioquimicos para aumentar a
precisao diagnostica (Fisberg, Marchioni e Colucci, 2009).

As castanhas utilizadas no presente estudo foram provenientes da regiao
amazobnica, cujo solo €& selenifero e reflete diretamente no conteudo do
micronutriente nos alimentos e na ingestdo pela populagdo local. Em
contrapartida, a regido sudeste foi apontada como pobre em selénio nos solos e
alimentos, favorecendo a deficiéncia dietética e bioquimica do mineral (LEMIRE
et al., 2010; SHALTOUT et al., 2011; DONADIO et al., 2011). A diferenga
primordial entre as regiées onde os estudos foram conduzidos € a concentragcéo
de selénio nos alimentos.

Ao contrario do esperado, os participantes ndo estavam deficientes nesse
mineral no inicio do estudo, como fora apontado por Bortoli (2009) e Donadio
(2011) em populagdes aparentemente saudaveis de Sao Paulo (Tabela 13). Dos
estudos realizados nas ultimas décadas na populagao brasileira sem doengas
crénicas nao transmissiveis, este apresenta uma das maiores concentracdes de
selénio no plasma e eritrécitos, atras apenas dos trabalhos em Manaus
(SOARES, 2018; BORTOLI, 2009) e Séao Paulo (DONADIO, 2016). Em hipotese,
o fluxo de alimentos entre as regides brasileiras e aumento do consumo de
alimentos fonte de selénio, sobretudo a castanha-do-brasil, podem ter
contribuido para melhora da ingestao de selénio pela populagéo.

Nossos resultados confirmaram a eficiéncia da castanha-do-brasil (370
Mg selénio/dia) em melhorar o status de selénio da populagdo, de acordo com
aumento expressivo das concentragdes no plasma, eritrécitos e fezes, e das
avaliagdes funcionais da selenoproteina P e atividade da GPX. Do mesmo modo,
diversos estudos avaliaram a capacidade da castanha-do-brasil em melhorar o
estado nutricional relativo ao selénio, bem como seus efeitos no contexto de
saude e doenga, como obesidade e diabetes mellitus tipo 1 (COMINETTI et al.,
2012; PIRES, 2012) (Tabela 13).
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Tabela 13. Estudos com suplementagao de castanha-do-brasil e status de selénio realizados no Brasil. Sdo Paulo, 2019.

Estudos Populacao Suplement. Se eritrécitos (ug/L) Se plasma (ug/L) Atividade GPX (U/g Hb) SEPP (ng/dL) Se fezes (ppm)
(M) Antes Depois Antes Antes Antes  Depois Antes
hviovviie ggoaeiﬂ:’: (SST’DT 3699  161,9+562 6351+2329 79,6+24,3 2355+ 637 49,5+133 1231£463 58+24 8,692 2392+2517 4639+ 2725
o Do, 12%::;‘228(;;" 300  184,3+874 467,0%1760 96,7 +20,6 292,8+954 64,5+183 64,.8+199
Sﬁ“ggﬁm et iﬁgi'sirse% 290  60,5+226 2059420 557+133 1325+349 366+171 53,6+204
PIRES, 2012 ° pgﬁ”?’;;mm 200 621141 1480+491 589+134 1224337 402+106 40,3122
Faixa de referéncia 90 - 190 60 - 120 27,5-73,6
Estudos Local Se eritrécitos (ug/L) Se plasma (pg/L) GPX (U/g Hb) Metodologia
Soares, 2018 Manaus/AM 210,9 £ 62,4 111,4 £ 36,9 72,9 21,8 ICP-MS
Bortoli, 2009 Novo Airdo/AM 199,8 + 104,4 101,8 £ 50,9 73,3+16,8 HGAAS
Donadio, 2016 Sao Paulo/SP 184,3+ 87,4 96,7 £ 29,6 64,5+ 18,3 ICP-MS
Hashimoto, 2019 Sao Paulo/SP 161,9 £ 56,2 79,6 £ 24,3 49,5+ 13,3 ICP-MS
Coutinho, 1999 Sao Paulo/SP 115,6 £ 25,6 73,5+12,5 19,1+£5,3 HGAAS
Santos, 2013 Fortaleza/CE 101,5+21,5 62,6 + 11,5 38,6 + 13,7 HGAAS
Bortoli, 2009 Sao Paulo/SP 86,3+ 34,7 81,7+ 18,8 37,1+12,2 HGAAS
Bortoli, 2009 Cubatao/SP 85,9+24,9 60,7 £ 19,4 38,2197 HGAAS
Rocha, 2015 Porto Velho/RO 75,4 £ 29,9 49,8 + 18,6 45,1 +£19,3 HGAAS
Almondes, 2015 Teresina/PlI 70,9+ 15,3 54,9+13,2 46,1 £ 14,9 HGAAS
Donadio, 2011 Sao Paulo/SP 56,1+44,4 54,1+225 40,2+ 17,6 HGAAS
Faixa de referéncia - 90 — 190 60 — 120 27,5-73,6 -

Legenda: SEPP: selenoproteina P; GPX: glutationa peroxidase; ICP-MS: Espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado; HGAAS: Espectrometria de absorgao atdmica por geragao de hidretos.
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As concentragdes no plasma refletem o estado nutricional a curto prazo e
respondem rapidamente a alteragbes na ingestdo pela dieta ou por
suplementacdo. Sdo biomarcadores que indicam os minerais disponiveis na
circulagdo para utilizagdo pelo organismo (HAMBIDGE, 2003). Nesse
compartimento sanguineo, houve aumento significativo de selénio (196,0%),
cobalto (18,7%), arsénio (128,5%), bario (28,6%) e chumbo (60,2%) e redugao
de zinco (-12,6%) e cobre (-9,1%) apds a intervengdo com castanha-do-brasil.
Portanto, é plausivel considerar que os minerais provenientes da castanha
levaram ao aumento de seus parametros plasmaticos no periodo pés
intervencdo. Apesar de significativas, as diferengas encontradas para zinco e
cobre foram numericamente irrelevantes.

A importéncia da caracterizagdo do status de minerais identificados na
castanha se d4, sobretudo, pela participagdo como cofator de enzimas e outras
proteinas, relacionadas a diversas vias metabdlicas, como eritropoese,
regulacdo da ATP, metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos, formacao
Ossea e de vasos sanguineos, reagdes redox, coagulagcdo, modulagdo do
sistema imune, entre outras. A atividade antioxidante é caracteristica em comum
entre os micronutrientes selénio (GPX), ferro (catalase), manganés, cobre e
zinco (SOD) (RAYMAN, 2008).

Os metais essenciais e toxicos também foram avaliados no plasma de 70
adultos saudaveis de Atenas (Grécia) (ASPROULI et al., 2019). Observaram-se
concentragbes semelhantes para cadmio (0,04 + 0,0 ug/L), menores para
arsénio (0,07 £ 2,2 pg/L), cobalto (0,4 £ 0,6 ug/L) e bario (5,9 + 8,5 ug/L) e
maiores para zinco (1354,0 £ 654,0 ug/L) e cobre (1203,0 £ 519,0 ug/L) em
comparagao aos nossos resultados.

Rocha et al. (2016) dosaram minerais no soro de 240 adultos doadores
de sangue residentes em Maringa (Parana). As concentragbes médias foram
menores que as encontradas no presente estudo para todos os minerais
avaliados, incluindo arsénio (1,15 ug/L), cobalto (0,15 pg/L), manganés (0,53
pg/L), zinco (738,9 ug/L) e cobre (891,4 ug/L). Entretanto, deve-se considerar
que metais medidos no soro podem ser parcialmente coagulados na coleta.

De maneira geral, as concentragdes plasmaticas e séricas de arsénio,
cadmio, cobalto, manganés e zinco deste estudo foram maiores, independente

da intervengdo, que as encontradas em populagdes saudaveis do Canada
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(GOULLE et al., 2005), Grécia (ASPROULI et al., 2019), Marilia (Brasil) (ROCHA
etal.,2016) e Russia (SKALNAYA et al., 2018) (Apéndice 1). Uma das principais
formas de exposi¢cao a metais potencialmente toxicos € a ingestdo de alimentos
e agua contaminados. Defensivos agricolas, fertilizantes, lixo industrial e
metalurgico, fumaga da queima de combustiveis e do tabaco s&o contribuintes
antropogénicos comuns para o teor de metais potencialmente téxicos no solo,
como arsénio, cadmio, bario, chumbo, cobalto, zinco, mercurio, cromo e niquel.
A exposicao a metais pesados € alarmante devido sua alta reatividade quimica
e capacidade de bioacumulagédo no organismo, resultando em efeitos adversos
a diversos orgaos (REHMAN et al., 2018).

A dosagem eritrocitaria € considerada um marcador do status deste
mineral no organismo de longo prazo, uma vez que a meia-vida destas células &
de 120 dias. Quando liberados para a corrente sanguinea apds a absorg¢ao, os
nutrientes podem estar em sua forma livre ou acoplados a proteinas para
transporte e distribuicdo nos diferentes 6rgéos, tecidos e células. E possivel
também que esses elementos fiquem retidos por uma ligagao inespecifica aos
eritrécitos e assim nao sejam entregues até os seus locais alvo (THOMSON,
2004).

Além deste estudo, as concentragbes dos minerais no sangue total ja
foram avaliadas em populagdes saudaveis dos estados de Sao Paulo (TAKEDA
et al., 2017; KIRA et al., 2016; KUNO et al., 2013), Acre (FREIRE et al., 2015),
Parana (ALMEIDA LOPES et al., 2017) e diversos (NUNES et al, 2010)
(Apéndice 1). As concentracdes médias observadas nesses estudos brasileiros
foram: chumbo (22,99 pg/L), cadmio (0,15 pg/L), arsénio (3,07 ug/L) e cobre
(944,5 pg/L). Como esperado, a populagao paulista apresentou os maiores
valores de chumbo, cadmio, arsénio e manganés, uma vez que é mais exposta
a contaminantes que as demais.

Em relagado a populagdo mundial, as concentragbes meédias dos minerais
no sangue foram: selénio (152,75 pg/L), chumbo (22,35 pg/L), cadmio (0,41
Mg/L), arsénio (2,77 pg/L), cobalto (0,33 ug/L), zinco (5664,29 ug/L), bario (19,99
Mg/L) e cobre (791,78 ug/L). Consideraram-se 28.118 individuos saudaveis de
estudos realizados na Frangca (CESBRON et al., 2013; NISSE et al., 2017;
YEDOMON et al., 2017), Estados Unidos (NHANES - JAIN, CHOI, 2015),
Paquistdo (MEMON et al., 2017), China (ZHANG et al., 2015; ZENG et al., 2019),
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Canada (GOULLE et al., 2005; HAINES et al., 2017) e Italia (BOCCA et al., 2011)
(Apéndice 1). A populagao deste estudo apresentou maiores concentragdes de
selénio, arsénio (ambos os tempos), chumbo, cadmio, cobre (apd6s a
intervencao), cobalto, zinco (antes da intervengdo) em comparagao a média
mundial.

Nosso estudo apresentou concentragdes significativamente menores de
cobalto (-69,1%), zinco (-81,4%), arsénio (-20,8%) e bario (-59,7,6%) e maiores
de selénio (311,8%), cobre (69,5%) e chumbo (85,0%) nos eritrécitos apos a
intervengao, apesar de estarem presentes na castanha-do-brasil e ndo terem
sua ingestao alimentar alterada. Presume-se, assim, que os minerais reduzidos
possam ter sido direcionados, incorporados aos seus locais alvos e diminuidos
da massa eritrocitaria. A ingestdo de selénio foi suficientemente elevada para
ser distribuido aos tecidos alvo e incorporado aos eritrocitos.

Interacbes entre nutrientes também podem explicar as diferentes
respostas dos minerais a suplementagdo com castanha-do-brasil. As interacdes
podem alterar a biodisponibilidade de micronutrientes por competicdo pelo
mesmo sitio de absorgcdo, propriedades fisicas e quimicas semelhantes,
metabolismos codependentes, participagao simultanea no sitio ativo de enzimas,
reacao quimica entre os elementos, entre outros (COZZOLINO, 1997).

Em nivel de absorcdo, zinco e cobre competem pelo mesmo sitio de
ligacdo das metalotioneinas, uma familia de proteinas cujas fung¢des s&o de se
ligarem a elementos trago livres e impedir sua absor¢ao, transporte de ions
metalicos para outras proteinas, agente de detoxificacdo e protegcdo contra
metais pesados. A afinidade por esta proteina segue a ordem mercurio, prata,
cobre, cadmio e zinco (BREMNER e BEATTIE, 1990). Portanto, a acéo das
metalotioneinas pode ter sido um fator chave para as respostas antagbnicas de
cobre e zinco nos eritrécitos apds a intervengdo com castanha.

O selénio tem sido adotado como um importante agente contra a
toxicidade induzida por metais pesados, como arsénio, chumbo, cadmio e
mercurio. A acdo do selénio se baseia em sua capacidade de sequestrar e
transformar esses minerais em complexos biologicamente inertes. Além disso,
novas evidéncias apontam para o papel na ativagdo de vias de sinalizacdo de
estresse mediadas por arsénio e cadmio, como o fator nuclear Nrf2 e estresse
do reticulo endoplasmatico, reduzindo a imunotoxicidade, inflamacao, apoptose
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e injuria do tecido (ZWOLAK, 2019). Assim, o aumento da concentragéo de
selénio pode ter contribuido para a redugao de arsénio e cadmio nos eritrécitos.

Nas fezes, a concentragcdo do mineral reflete a quantidade ingerida,
absorvida, utilizada pelo organismo e remanescente no colon para influenciar a
composi¢cdo da microbiota. Esta fracdo é entdo disponibilizada as bactérias
presentes no ambiente intestinal para utilizagdo em seu metabolismo. Nesse
estudo, a concentragdo dos minerais avaliados foi significantemente reduzida no
conteudo fecal, com exce¢édo do aluminio, o que indica maior utilizagdo pelo
organismo humano e pela microbiota intestinal. Esse foi o primeiro estudo a
avaliar a influéncia da presencga de minerais nas fezes de humanos na microbiota
e, por isso, nado existem estudos suficientes para estabelecer valores de
referéncia para esse compartimento.

Portanto, é notorio que o estado nutricional relativo a minerais é
influenciado por fatores diversos, como capacidade individual de digestao,
absorcao e utilizacdo de nutrientes, interagcbes com outros minerais, presenca
de polimorfismos em enzimas chave do metabolismo, ingest&do alimentar e, neste

estudo, enfatizamos a relagdo do microbioma com a disponibilidade de minerais.

8.3 EFEITOS DA INGESTAO DE CASTANHA-DO-BRASIL NO
MICROBIOMA INTESTINAL

O microbioma intestinal esta emergindo como um dos principais fatores
para compreensdao e modulacdo dos sistemas em condi¢des fisioldgicas e
patolégicas. As fungdes atribuidas a esse conjunto de microrganismos sao,
sobretudo, fermentagao de nutrientes ndo digeriveis em metabdlitos absorviveis,
competicdo com patdégenos, metabolizagdo de xenobidticos, sintese de
vitaminas, participagdo no sistema imune e manutengcédo da barreira intestinal
(HEINTZ-BUSCHART e WILMES, 2018).

Devido a seu importante papel no contexto saude-doencga, estudos sobre
a modulagao estrutural e funcional do microbioma crescem exponencialmente
na literatura, sendo considerado um alvo terapéutico versatil. Diversos fatores
s&o capazes de influenciar o microbioma intestinal, divididos em 4 categorias:
caracteristicas intrinsecas (imunidade inata e adaptativa, IMC, sexo, idade,
presenca de doengas, ritmo circadiano) e extrinsecas (dieta, medicamentos,
habitos culturais, atividade fisica) ao hospedeiro, fatores ambientais (contato
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com o local e pessoas que vive, tipo de parto) e proprios do microbioma
(composigao inicial, interacdo entre bactérias) (SCHMIDT et al., 2018;
RINNINELLA et al., 2019). Dentre tais alternativas, a dieta é considerada facil e
rapidamente modificavel e que provoca menos efeitos colaterais (SCOTT et al.,
2013; DAVID et al., 2014).

O padrao alimentar pode influenciar a composi¢cdo e diversidade do
microbioma. Em 2011, Wu e colaboradores propuseram que a classificagao da
microbiota em enterogradientes, de acordo com os géneros predominantes, &
associada a padrdes alimentares de curto e longo prazo. Individuos com maior
ingestao habitual de proteina animal, diferentes tipos de aminoacidos e gordura
saturada apresentaram Bacteroides como o0 género dominante em sua
microbiota. Por outro lado, o enterdtipo Prevotella teve associagdo com maior
consumo de produtos de origem vegetal, menor de produtos animais, com alto
teor de agucares simples e carboidratos totais.

Apos esses estudos, outros pesquisadores exploraram a presenga de
enterétipos em diferentes populagdes (WU et al., 2011; OU et al., 2013; TYAKHT
et al., 2013; YATSUNENKO et al., 2014; KANG et al., 2016; YIN et al., 2017;
LIANG et al., 2017). O numero de clusters dominantes ainda ndo esta bem
estabelecido na literatura. De Moraes et al. (2017) identificaram 3 enterétipos
dominantes em 268 individuos brasileiros n&o diabéticos: Bacteroides (n=111),
Prevotella (n=55) e Ruminococcaceae (n=102). Entretanto, observamos apenas
2 enterogradientes na populagado no inicio do estudo: Bacteroides (n=63) e
Prevotella (n=34). E possivel que o numero amostral do estudo tenha
influenciado esse dado. Até onde se sabe, este é o segundo estudo a descrever
enterdtipos na populagcao saudavel brasileira.

Embora com suporte estatistico fraco, os enterdtipos identificados
difeririam quanto as concentragbes de minerais nas fezes. Os individuos do
cluster Bacteroides apresentaram concentragdes de bario, aluminio, cobre, ferro
e molibdénio significantemente maiores que os individuos do grupo Prevotella.
Segundo os dados da literatura, € possivel especular que os alimentos fonte
desses minerais facam parte do padrdo alimentar associado ao enterétipo
Bacteroides, tais como carnes, ovos, visceras, entre outros produtos de origem
animal (WU et al., 2011).
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A abundancia relativa das bactérias também foi descrita em outros niveis
taxondémicos. Foram identificados 15 filos na populagao de estudo, sendo que os
filos Bacteroidetes e Firmicutes representaram 95% da microbiota intestinal. Em
termos gerais, a microbiota intestinal saudavel apresenta o predominio dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes, com menor abundancia de Actinobacteria,
Verrucomicrobia e Proteobacteria. A estrutura e diversidade da microbiota
intestinal em individuos saudaveis também foram avaliadas por pesquisadores
de diferentes paises, incluindo Estados Unidos (ARUMUGAM et al., 2011;
HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM, 2012; TURPIN et al., 2016),
Canada (TURPIN et al., 2016). Apesar dos dados acumulados desses estudos,
nao ha uma definicdo da composi¢c&do da microbiota intestinal normal ou 6tima, e
sim um equilibrio saudavel da fungao e metabolismo (GEVERS et al., 2012;
SALONEN et al., 2012).

Com o intuito de modelar a microbiota a fim de se assemelhar a uma
considerada saudavel, é possivel aplicar diferentes abordagens de acordo com
padrao alimentar, introdugdo de um alimento ou suplemento nutricional, tipo e
quantidade de proteina, carboidrato, lipideo ou outros nutrientes especificos,
como inulina, frutooligossacarideos e compostos fendlicos (RAJOKA et al,
2017). Embora pouco estudadas no cenario do microbioma, as oleaginosas sao
otimas escolhas por seus efeitos prebioticos, ou seja, capacidade de estimular
seletivamente o crescimento e/ou atividade de género(s) ou espécie(s) que
conferem beneficios a saude do hospedeiro (ROBERFROID et al., 2010). Essa
caracteristica pode ser explicada pelo seu conteudo de nutrientes, previamente
descritos, que fornecem substratos para microbiota intestinal e formacédo de
novos metabolitos bioativos (LAMUEL-RAVENTOS e ONGE, 2017).

Neste estudo, a suplementagdo de castanha-do-brasil ndo foi capaz de
alterar a composicdo global da microbiota, segundo resultados da
PERMANOVA. A variabilidade e resposta individuais a intervencdo com
castanha-do-brasil podem ter contribuido para que nado observassemos efeitos
consideraveis no microbioma global. Além disto, a comunidade microbiana
eubiodtica € considerada estavel contra perturbagdes leves ou ao longo do tempo,
ja que sua fungcdo e composigcdo sdo resilientes e resistentes a mudangas.
Portanto, a microbiota em eubiose tende a permanecer inalterada durante um

evento (resisténcia) e, caso seja modificada, & capaz de recuperar rapidamente
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sua composicao funcional e taxonémica inicial (resiliéncia) (SOMMER et al.,
2017).

Comunidades microbianas com maior diversidade de espécies mostraram
ser mais resistentes a perturbacdes, devido a adaptagcao a recursos limitados e
ao controle do influxo ou supracrescimento de outras espécies. Por outro lado, a
diversidade diminuida esta associada a condigcdes reconhecidamente
disbidticas, como obesidade, diabetes tipo 2, infec¢ao recorrente por Clostridium
difficile, entre outras (LOZUPONE et al., 2012; SOMMER et al., 2017). Em nosso
estudo, ndo observamos alteracéo dos indices de alfa diversidade avaliados com
a intervencao de castanha-do-brasil.

A alta variabilidade entre individuos, associada a estabilidade atemporal
da microbiota, podem ter contribuido para a auséncia de efeito significativo da
intervengdo com castanha-do-brasil na proporcéo dos filos, classes, ordens,
familias e géneros predominantes. Excepcionalmente, observou-se aumento
significativo da classe Gammaproteobacteria (p=0,03), que inclui Escherichia coli
e patogenos bem conhecidos Salmonella, Yersinia, Vibrio e Pseudomonas
(WILLIAMS et al., 2010). Do mesmo modo, deve-se destacar a alteragéo de
géneros menos abundantes, porém envolvidas com importantes fungdes
metabolicas no hospedeiro. Registrou-se 0 aumento da abundancia relativa de
Faecalibacterium (p=0,005), Bilophila (p=0,048) e Bulleidia (p=0,017) e redugao
de Parabacteroides (p=0,002) apds a ingestao da castanha por 2 meses.

O género Faecalibacterium, sobretudo a espécie prausnitzii, € associado
com a modulagao do metabolismo humano por diferentes vias: mais importante
produtor de butirato no célon humano, propriedades anti-inflamatérias (induz a
reducdo de NFkB, IL-12, IL-8 e TNF-y, o aumento de IL-10 e produz acido
salicilico, outro importante modulador anti-inflamatério), melhora da barreira
intestinal através da expressao de proteinas das tight junctions, influencia os
niveis de serotonina produzida pelo trato gastrointestinal. E considerado
potencial biomarcador da microbiota e saude intestinal. A abundancia dessa
bactéria € correlacionada negativamente com a presenca e atividade de doengas
inflamatdrias intestinais, como colite ulcerativa, doenga de Crohn, sindrome do
intestino irritavel e cancer colorretal (FERREIRA-HALDER et al., 2017; LOPEZ-
SILES et al., 2017). A suplementacdo de nanoparticulas de selénio em
concentragdo moderada (0,9 mg/kg ragao) aumentou a abundancia de bactérias
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benéficas, como Lactobacillus e Faecalibacterium, e a producéo de acido butirico
em aves (GANGADOOQO et al., 2018). Isto indica que Faecalibacterium responde
positivamente a suplementacdo com selénio, assim como observamos no
presente estudo.

Por sua vez, Bilophila é classificada como bactéria sulfidogénica, isto &,
produtora de sulfeto de hidrogénio (H2S) a partir da redugao de compostos
sulfatados contidos nos aminoacidos cisteina e metionina. O produto final dessa
reacao desencadeia diretamente a inflamagao, efeitos genotdxicos e citotoxicos,
0 que prejudica a barreira intestinal. Especulamos que essas bactérias possam
ter incorporado os aminoacidos analogos a cisteina e metionina que contém
residuos de selénio (selenocisteina e selenometionina), que estavam mais
disponiveis apos a suplementagdo com castanha-do-brasil, e assim aumentado
seu metabolismo e abundancia. Dietas baseadas em produtos animais
aumentaram a abundancia de Bilophila e outras bactérias tolerantes a bile, como
Alistipes e Bacteroides (DAVID et al., 2014). Neste grupo também estdo
Desulfovibrio spp., Desulfobacter spp., Desulfobulbus spp., Streptococcus,
Prevotella, Fusobacterium, Salmonella, Enterobacter, entre outras bactérias
(CARBONERO et al., 2012).

Poucos estudos foram encontrados sobre o género Bulleidia. Essa
bactéria do filo Firmicutes é mais encontrada na microbiota oral e em condi¢cbes
de infecgdo. A abundéncia aumentada de Bulleidia ja foi encontrada em
pacientes com pré diabetes e diabetes tipo 2 (LAMBETH et al., 2015). Por outro
lado, a intervengdo com amido resistente foi capaz de aumentar a abundancia
de Bulleidia, Prevotella, Dialister, Ruminocococcus e Megasphaera nas fezes em
comparacgdo aos animais controle (p<0,001) (UMU et al., 2015).

O género Parabacteroides, reduzido apos a intervengdo com castanha-
do-brasil, € um dos membros centrais do microbioma intestinal em humanos
(FALONY et al., 2016). A espécie distasonis foi relacionada a redugao do ganho
de peso, hiperglicemia e esteatose hepatica via produgéo de succinato e acidos
biliares secundarios em animais expostos a dieta hiperlipidica (WANG et al.,
2019).

Até o momento, a modulagdo do microbioma intestinal por meio da
ingestdo de oleaginosas (nozes, améndoa ou pistache) foi investigada por 5
estudos, dos quais 4 eram em humanos e 1 em ratos (Tabela 14). Este foi o
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primeiro estudo a avaliar os efeitos da ingestdo de castanha-do-brasil nesse
contexto. Os estudos em humanos nao observaram diferenga significativa nos
indices de alfa diversidade com a intervengao alimentar. Entretanto, os animais
alimentados com nozes (18% das calorias totais) por 10 semanas apresentaram
aumento da riqueza e eveness (indice Shannon) e dominancia de espécies
(indice Simpson) na comunidade bacteriana (BYERLEY et al., 2017). Apesar de
nao observarem efeito na composi¢cado global do microbioma, esses estudos
reportaram o aumento da abundancia de bactérias produtoras de butirato apés
aingestédo de nozes (BYERLEY et al., 2017; HOLSCHER et al., 2018) e pistache
(UKHANOVA et al., 2014), assim como o presente estudo.

Além disso, este trabalho foi inédito em mostrar a influéncia das
concentragdes de minerais na constituicao de bactérias intestinais em humanos,
apos a intervengao com um alimento, observado por meio da PERMANOVA. O
conteudo de bario, manganés, zinco, cobre e ferro nas fezes foi
significantemente associado a composi¢gdo e/ou distribuicdo de grupos
bacterianos. Esta relagéo foi também observada no inicio do estudo, o que pode
ter contribuido para os resultados ao considerar a intervencéo (n=194).

Assim como seu hospedeiro, as bactérias necessitam minerais para seus
processos bioldgicos, como respiragao celular, transferéncia e armazenamento
de energia, replicagao e transcricdo de DNA e agdo antioxidante. As bactérias
possuem mecanismos sofisticados para manter a homeostase dos minerais
intracelulares. Entre os elementos trago, zinco e ferro sdo considerados os mais
abundantes e utilizados por todas as bactérias (LOPEZ e SKAAR, 2018).

Os elementos aluminio, bario, cobre, ferro, magnésio, manganés,
molibdénio, selénio e zinco mostraram efeito nas bactérias, foi observada em
nosso estudo, dado o grande numero de correlagdes significativas com os
géneros avaliados. Observamos correlagbes positivas significativas entre os
minerais avaliados e as bactérias produtoras de AGCC (Prevotella) e negativas
(Ruminococcus, Oscillospira e Coprococcus). Somado a isso, a anadlise de
regressao linear indicou que tais minerais também podem ser preditores de
importantes géneros comensais, como Faecalibacterium, Coprococcus e

Lachnospira.
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Tabela 14. Estudos de intervengao com oleaginosas na composi¢ao do microbioma. Sao Paulo, 2019.

Estudo Dez::n:odo Local Populagao (M/F) Intervengao diaria Grupo controle Duragao Principais resultados
Randomizado, ieta i 5 * Sem diferenga nos indices de alfa diversidade e abundancia de filos
Bamberger et controlado, Munique 194 individuos 43 g de nozes Dlest:nlnS (:1?:2208 8 semanas/periodo, 1 abundénciagde Ruminoccocus spp. e Bifidobacterium s (p<0,02)
al., 2018 prospectivo, (ALE)  saudaveis (60/134) ¢ > 1 de washout anc! : pp. € PP- (P=0,
crossover (periodo washout) | abundancia de Anaerostipes e Blautia (p=0,04)
* Sem diferenga nas medidas de alfa diversidade
1 abundancia de Firmicutes (p=0,04) e diminuicdo de Actinobacteria (p=0,02)
Randomizado, Dieta isocalorica 3 Ineriod 1 abundancia de Dialister e de géneros produtores de butirato Faecalibacterium ,
Holscher etal., = controlado, Washington 18 individuos sem nozes Semanas/periodo, - oostridium e Roseburia (p<0,05)
. Lo 42 g de nozes . 1 semana de L . . . - .
2018 prospectivo, (EUA) saudaveis (10/8) (periodo washout | abundancia de Ruminococcus , Dorea, Oscillospira e Bifidobacterium (p
crossover washout) <0,05)
| acidos biliares secundarios (deoxicdlico e litocdlico) (p<0,05) e de colesterol
total e LDL-c (p<0,01)
1 medidas de eveness (alfa diversidade) pelos indices Shannon (p=0,018) e
Simpson (p=0,013)
* Beta diversidade foi diferente entre os grupos de acordo com as medidas
Unifrac unweighted (p=0,0003) e weighted (p=0,002)
* Maior razéo Firmicutes/Bacteroidetes no grupo suplementado (> 1,8 vez) em
. 10 ratos Fischer 11% do peso da comparag&o ao controle
Randomizado, . ) L -
Byerley et al., 344 (20/0) no grupo = dieta proveniente  Dieta isocalérica
controlado, - 10 semanas . A . . s )
2017 prospectivo suplementado e 10 = das nozes (18% sem nozes Abundancia relativa 3 vezes maior da espécie L. reuteri no grupo suplementado
no grupo controle  das calorias totais) 1 abundancia de Turicibacteriaceae (3 vezes), Firmicutes, Oscillospira, Moyella,
Roseburia, Peptococeaceae e Ruminacoccaecea
| abundancia de membros de Carnobacteriaceae, Bacteroidetes (Bacteroides),
Proteobacteria (Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria), Tenericutes
(Anaeroplamalaes e ML615j-28) e Clostridia (Anaerotruncus,
Dehalobecteriaciae, Blautia, Coprococus e Erysipelotrichi)
* Sem diferenga na medida de alfa diversidade (chao-1)
*Nao houve alteragdo na proporgéo de OTUs e filos dominantes, sendo
Dividida em 3 Dieta tipica Firmicutes mais abundante em ambos os grupos
Randomizado, 18 individuos etapas: semnoz, americana sem | abundancia de bactérias acido laticas com consumo de pistache, sem alterar
Ukhanova et controlado, Beltsvile  saudaveis no grupo = 42 g (1 porgao) e pistache e 18 dias/periodo, 1 0 nimero de bifidobactérias
al.,, 2014 prospectivo, (EUA)  améndoa (9/9) e 16 84 g (2 porgdes) améndoa semana de washout | OTUs Firmicutes bacterium DJF VP44 e Clostridium sp. ASF 396 com as
crossover no grupo pistache de améndoa ou (periodo duas intervengdes
pistache washout) * Maior impacto na composi¢cao da microbiota com a interveng&o com pistache,
com aumento do nimero de bactérias produtoras de butirato, consideradas
potencialmente benéficas.
1 abundancia de Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. com todas as
intervencdes apds 6 semanas
améndoas A . . - .
48 adultos . 6 semanas, 2 | abundancia de C. perfringens com as duas intervengdes com améndoas
. Fuzhou . torradas (56 g) ou = FOS comercial - ; . .
Liu et al., 2014 Caso-controle . saudaveis, 16 em . semanas de 1 atividade da enzima bacteriana B-galactosidase fecal, decorrente da
(China) pele de améndoas (89) e X X
cada grupo washout modificacdo do microbiota

(109)

| atividade das enzimas bacterianas B-glucuronidase, nitroreductase e
azoreductase fecais

102



Os géneros referidos sdo componentes habituais da microbiota intestinal
saudavel e desempenham importante fungcdo de degradagcdo de celulose,
carboidratos nao digeriveis e glicinas (frutose, acidos sialicos, acido glicurénico)
e consequente producdo de AGCC. Esses acidos graxos induzem mecanismos
de estabelecimento e manutencdo da homeostase nas células intestinais e
modulam respostas imunes e inflamatérias (SIVAPRAKASAM, PRASAD e
SINGH, 2016; VITAL, KARCH e PIEPER, 2017; LI et al., 2018). Assim, as
bactérias produtoras de AGCC tém sido correlacionadas negativamente com a
presenca e atividade de doencgas inflamatérias intestinais, como colite ulcerativa,
doenca de Crohn, sindrome do intestino irritdvel e cancer colorretal (PROSBERG
et al., 2016; FERREIRA-HALDER, FARIA e ANDRADE, 2017).

Haemophilus foi destacado como o género com 0 maior numero de
correlagdes com minerais, entre eles magnésio, ferro, zinco, cobre e bario. Esta
bactéria Gram-negativa é pertencente a um grupo com ampla patogenicidade,
desde espécies comensais até patdbgenos com grande importancia médica e
veterinaria (sobretudo H. influenzae). Para seu crescimento, algumas espécies
desse género necessitam de fatores sanguineos, como a hemina, uma porfirina
contendo ferro (MUSHER, 1996; NORSKOV-LAURITSEN, 2014). Além disso, os
metais cobre e zinco sao criticos para a enzima superoxido dismutase (SOD)
bacteriana, que atua contra o estresse oxidativo de fagdcitos do hospedeiro
(PAKSI et al., 2008).

Espécies reativas sao produzidas pelo sistema imune do hospedeiro para
eliminar patégenos invasores. Mecanismos de resisténcia ao estresse oxidativo
ja foram descritos no genoma de bactérias. As enzimas GPX, SOD e catalase
sdo os principais agentes antioxidantes e utilizam os minerais cobre, zinco,
selénio, manganés e ferro como cofatores essenciais (ATACK e JELLY, 2009).
Do ponto de vista do hospedeiro, a atividade da enzima antioxidante GPX foi
relacionada positivamente com a abundéancia de Campylobacter em nosso
estudo, indicando que o sistema antioxidante do hospedeiro também pode ser
responsivo a potenciais patdgenos de origem alimentar. Além disso, a limitagao
da disponibilidade de minerais se tornou uma estratégia do hospedeiro para
conter a proliferagdo de microrganismos patdégenos, denominada “imunidade

nutricional”.
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Entretanto, algumas bactérias desenvolveram mecanismos para
sequestrar metais e neutralizar essa defesa do hospedeiro. Essa competigéo ja
foi descrita para ferro, zinco, manganés e selénio (LOPEZ e SKAAR, 2018). A
regulacéo de ferro pelas bactérias é feita por meio do controle da expressao de
proteinas reguladoras da absor¢cdo de ferro ou, em situagcado de deficiéncia,
sequestrando-o da estrutura de proteinas (lactoferrina, hemoglobina,
transferrina) do hospedeiro (BECKER e SKAAR, 2014).

Camundongos germ-free expostos a cadmio ou chumbo (5, 20 e 100 ppm)
por 6 semanas retiveram, em média, muito mais minerais no trato
gastrointestinal, rins, figado, bago e circulagdo em comparagao aos animais
convencionais. Assim, a microbiota poderia ser um fator de imobilizagcao e/ou
absorgéo de metais, limitando-os para o hospedeiro (BRETON et al., 2013).

Kasaikina et al. (2011) observaram que a auséncia de microbiota em
camundongos germ-free levou a maior expressao de selenoproteoma e atividade
de enzimas selenodependentes em comparagdo a animais convencionais,
sugerindo o sequestro parcial de selénio pela microbiota e redugcdo da
disponibilidade ao hospedeiro. Em congruéncia, Hrdina et al. (2009) verificaram
maiores concentragdes de selénio no plasma, figado e ceco de camundongos
germ-free, assim como maior atividade, expressdes génica e proteica de GPX e
tioredoxinas no figado e intestino, em comparagao a animais convencionais.

No presente estudo, a utilizagcdo de selénio pelas bactérias pode ser
indicada pelas correlagbes significativas entre marcadores desse mineral e
géneros, incluindo produtores de AGCC e de acido latico, redutores de sulfato,
comensais e patdogenos oportunistas. Dentre as 14 bactérias com associagdes
positivas, 10 haviam sido caracterizadas no estudo de Peng et al. (2016) como
bactérias utilizadoras de selénio, como Campylobacter, Ruminococcus,
Anaerotruncus, Veillonella, Pseudomonas, Coprococcus, Oscillospira,
Clostridium, Bilophila, Desulfovibrio e Haemophilus. Os géneros nao incluidos
nessa lista foram Streptococcus (comensal e patdgeno oportunista),
Lactococcus (produtor de acido latico), Odoribacter e Paraprevotella (produtores
de butirato).

Por meio de abordagens gendmicas e filogenéticas comparativas, sabe-
se que a utilizagdo de selénio abrange quase todos os filos bacterianos. No
entanto, segundo Lin et al. (2015), apenas 812 bactérias (38% do total
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sequenciado) contém ao menos uma forma de utilizagdo do mineral
(selenocisteina, cofatores contendo selénio, selenouridina ou outros). Os
autores discutem que a maioria das espécies perdeu a capacidade de utilizar
esse elemento por uma pressao evolutiva no tamanho do genoma. Especula-se
que o selénio possa ter se tornado desnecessario devido a reduzida
disponibilidade ou dependéncia das vias correspondentes do hospedeiro. E
necessario considerar que esse estudo analisou os dados disponiveis até 2013.

Poucos trabalhos foram dedicados a investigagdo das tendéncias gerais
de utilizagcdo e interacao de oligoelementos no metabolismo bacteriano. O
presente estudo contribuiu nesse sentido ao verificar influéncia do status de
minerais na composi¢ao do microbioma intestinal. Estudo genémico sugere a
demanda multipla de cobre, molibdénio, niquel e cobalto por mais da metade
das bactérias avaliadas, sendo cobre o mineral mais utilizado pelos
microrganismos (STAICU et al., 2017). Ao contrario dos eucariotos, apenas 94
bactérias (17% do total sequenciado) utilizam todos os 5 metais avaliados. Por
sua vez, o selénio, na forma de selenocisteina, foi utilizado por um quarto das
bactérias, sobretudo dos filos Deltaproteobacteria e Epislonroteobacteria.
Observa-se, portanto, que a utilizacdo de minerais € extremamente variavel
entre as bactérias e possui padrées de ocorréncia unicos, ou seja, 0s
oligoelementos s&o independentes uns dos outros.

Corroborando com essa teoria, Richardson et al. (2018) avaliaram os
efeitos da exposigéo individual de metais pesados (arsénio, cadmio, cobalto,
cromo e niquel) durante 5 dias na microbiota intestinal de ratos. As exposicoes
com cadmio, niquel e arsénio modificaram a composi¢ao da microbiota de modo
especifico e dose dependente para cada metal. Além disso, observa-se que a
abundancia e diversidade das bactérias sdo responsivas as concentragoes de
metais.

As limitagdes do presente estudo incluiram a inexisténcia de de bancos
de dados completos para identificacdo das bactérias sequenciadas e para a
avaliagdo dos nutrientes ingeridos pelos participantes. O uso de um alimento
para intervencgao inviabiliza que seja conduzido um estudo do tipo duplo cego.
Além disso, alguns minerais n&o possuem resultados em todos os

compartimentos avaliados. Reconhece-se, ainda, que ndo foram avaliados todos
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os fatores capazes de alterar o estado nutricional relativo aos minerais e a
composi¢cdo do microbioma, tais como caracteristicas genéticas.

Esse estudo proporcionou um panorama geral dos efeitos da castanha-
do-brasil no microbioma, porém a interacdo entre o status de minerais e a
composi¢cao do microbioma intestinal ainda precisa ser melhor explorada em
mais estudos intervencionais. Essas informagdes podem identificar quais vias
metabolicas e géneros sdo envolvidos, os efeitos e tipos mais eficazes da
intervengdo com suplementos minerais no microbioma em condi¢des de saude-
doenga, quais as consequéncias da ingestédo insuficiente ou excessiva de um

mineral, entre outros.
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9. CONCLUSOES

A suplementacdo com castanha-do-brasil por 2 meses nio alterou a
ingestao alimentar nem a composigéo corporal dos participantes, porém, como
esperado, foi eficaz em melhorar o status de selénio dos individuos. Apesar de
nao modificar a composi¢cdo global do microbioma intestinal, a intervencao
beneficiou a constituicdo e distribuicdo da microbiota intestinal e evidenciou a
influéncia do perfil metaldbmico de bario, manganés, zinco, cobre, ferro e

magneésio nas fezes sobre grupos bacterianos importantes a saude humana.
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Apéndice 1. Estudos de avaliacdo do metaloma no sangue de individuos saudaveis. Sao Paulo, 2019.

Referéncia Local n Populagdo Método Dosado em Selénio Chumbo Cadmio Arsénio Cobalto Manganés Zinco Bario Cobre
Nosso estudo Séo Paulo, Brasil 97 Adultos saudaveis ICP-MS  FEritrécitos 161,9+56,2 19,6+138 0,18+0,17 109+1,8 0,7+0,2 - 11462,1£2166,4 7,045 619,0£71,0
Nosso estudo Sao Paulo, Brasil 97 Adultos saudaveis ICP-MS  Eritrécitos 635,06 + 232,85 33,6+12,2 0,51+0,16 88%15 0,20, - 2107,7+3540 2,6+0,8 10879 %150,2

Takeda etal., 2017 Sé&o Paulo, Brasil 374  Doadores de sangue (H240/ M134) ICP-MS Sangue - 239 Y 013 3,6 - 125 - - 999
Kira etal., 2016 Sao Paulo, Brasil 786 Adultos 14 a 70 anos ICP-MS Sangue - 18,85 0,19 - - - - - -
Kuno etal., 2013 Sao Paulo, Brasil 539 Né&o fumantes 18-65 anos ICP-MS Sangue - 23.7 0.08 - - - - - -
Freire etal., 2015 Acre, Brasil 890 Homens ICP-MS Sangue - - 0,08 425 - 12,8 - - -
Lopes etal., 2017 Cambé, Parana, Brasil 889 Adultos 40+ ICP-MS Sangue - 1,93 0,06 - - - - - -
Nunes etal., 2010 SP, MG, GO, PA, RS 1125 Adultos 18 a 65 anos ICP-MS Sangue - 654 04 1,1 - 9,6 - - 890
Nisse etal., 2017 Norte da Franca 2000 Adultos 20 a 59 anos ICP-MS Sangue - 18,8 0,39 1,67 0,3 7,71 5805 - -
Yedomon etal., 2017 Benin, Franca 70 Homens 18 a 65 anos ICP-MS Sangue 163 47,39 0,32 5,81 0,67 19,7 4845 0,309 870
Jain, Choi, 2015 NHANES 2011-2012 7545 Homens e mulheres ICP-MS Sangue 190 - - - - 93 - - -
Memon etal., 2017 Paquistao 30 Adultos saudaveis ICP-MS Sangue 110 - - 1,9 0,28 534+74 - - 95,1
Zhang etal., 2015 China 648 Adultos 12 - 60 anos ICP-MS Sangue - 42,6 0,68 - - 114 4665 - 8024
Cesbron etal., 2013 Franga 106 Adultos saudaveis ICP-MS Sangue 110 12,5 0,34 1,87 0,27 8,6 5617 0,66 937
Haines etal., 2017 Canada 5319 Populagédo 6 a 79 anos ICP-MS Sangue 200 13 0,34 0,88 - 9.2 6400 - 910
Haines etal., 2017 Canada 6070 Populagédo 3 a 79 anos ICP-MS Sangue 190 12 0,29 - 0,23 9.8 5900 - 900
Haines etal., 2017 Canada 5538 Populagédo 3 a 79 anos ICP-MS Sangue - 11 0,33 - - - - - -
Bocca etal., 2011 ltalia 215 Adultos saudaveis ICP-MS Sangue 140 - - - - 8.91 6418 - 1036
Goullé etal., 2005 Canada 100 Adultos saudaveis ICP-MS Sangue 119 26 0,31 5 0,25 76 - 59 -
Zeng etal., 2019 China 477 Adultos saudaveis ICP-MS Sangue - 17,84 0,7 2,25 - 12,4 - - 783,76
Média Mundial - - ICP-MS - 152,75 22,35 0,41 2,77 0,33 - 5664,29 19,99 791,78
Nosso estudo Sao Paulo, Brasil 97 Adultos saudaveis ICP-MS Plasma 79,6 24,3 0,7+04 004+002 70%14 1004 23%0,7 1156,6+2321 7215 11085+£374,7
Nosso estudo Sao Paulo, Brasil 97 Adultos saudaveis ICP-MS Plasma 2355+63,7 1106 006£0,08 16,7+21 12+04 22+08 1010,8+246,6 93+26 1007,4%3339
Rocha etal., 2016 Maringa, Brasil 240 = Doadores de sangue (H175/M65)  ICP-MS Soro (H) . . . 115 0,1501 0,5295 738,9 . 8914
Soro (M) - - - 1,20 0,1584 0,5593 700,9 - 1401
Asprouli etal., 2019 Atenas, Grécia 70 Adultos saudaveis ICP-MS Plasma - - 0,04+0,0 0,7+22 04+0,6 - 1354 + 654 59+85 1203 £ 519
Sanchezetal., 2010 Sul da Espanha 340 Adultos saudaveis FAAS Plasma 82,7+48,3 - - - - 0,65 +0,26 - - 1370,0 £480,0
Goullé etal., 2005 Canada 100 Adultos saudaveis ICP-MS Plasma 112 0,062 0,03 6,2 0,49 1,12 726 111 1075
Tekeste etal., 2015 Etiépia 87 Gestantes ICP-MS Soro 91,5+42,1 - - - - - 765,1+391,6 - 1522,0 £ 553,7
Tekeste etal., 2015 Vietna 50 Gestantes ICP-MS Soro 1411+£34,1 - - - - - 1114,9 £ 529,2 - 1058,6 + 260,2
Tekeste etal., 2015 Japéo 49 Gestantes ICP-MS Soro 83,3+ 36,5 - - - - - 606,9 +£97,6 - 1070,0 £ 1560,0
Skalnaya etal., 2018 Russia 80 Mulheres saudaveis ICP-MS Soro 109,0 + 11 14+11 01+00 67+£29 07+03 4719 1068 + 156 - 1101+ 198
Média Mundial - - ICP-MS - 103,27 0,73 0,10 3,19 0,38 1,51 884,34 58,45 1188,00

Legenda: Valores em média + desvio padrao; Resultados em ug/L. ICP-MS: Espectrdmetro de Massa por Plasma Indutivamente
Acoplado; FAAS: Espectrometria de absorg¢ao atdmica da chama; H: homem; M: Mulher; SP: Sdo Paulo; MG: Minas Gerais; GO:
Goias; PA: Para; RS: Rio Grande do Sul.
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ANEXO 1. Questionario de caracterizagao da populagao

Universidade de Sdo Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composi¢cdo da microbiota fecal, o estado
nutricional relativo ao selénio e as expressoes génica e proteica da GPx1 em uma populagdo adulta

QUESTIONARIO
DADOS PESSOAIS
Nome: ID:
Documento de Identidade (tipo) ‘ Ne: Sexo:( )M ()F
Naturalidade: DN: /  /
Endereco: Ne:
Complemento: ‘ Bairro:
Cidade: Estado:
CEP: ‘ Telefones:
DADOS SOCIO-ECONOMICOS
1. Estado Civil:
1.( ) Solteiro(a) 3.( ) Separado(a)
2.( ) Casado(a) 4.( ) Viovo(a)
2. Vocé se considera (etnia):
1.( ) Branco(a) 4.( ) Mulato(a)
2.( ) Negro(a) 5.( ) Amarelo (de origem oriental)
3.( ) Pardo(a) 6.( )Indigena
3. Grau de instrugdo:
1.( ) Nenhuma escolaridade 5.( ) Ens. Médio Compl.
2.( ) Até o Primdrio 6.( ) Ens. Médio Incompl.
3.( ) Ens. Fund. Incompl. 7.( ) Ens. Superior Compl.
4.( ) Ens. Fund. Compl. 8.( ) Ens. Superior Incompl.

4. Profissdo:

5. Renda Familiar (SM = saldrio minimo R$ 788,00):

1.0 ) <1 SM 4.( )De3a5SM
2.( )Dela2SM 5.( )De5a10SM
3.( )De2a3SM 6.( )>10SM
6. Tabagismo: 1.( ) Nunca fumou 2.( ) Ex-fumante  Tempo:
7. Ingestdo de bebida alcéolica: 1.( ) Ndo 2.( ) Sim
Frequéncia: ( ) Até 1 a2 vezes/més ( ) 1vez/semana ( )2 a3 vezes/semanda ou mais

8. Nivel de Atividade Fisica:

1.( ) Sedentdrio 3.( ) Ativo
2.( ) Pouco ativo 4.( ) Muito ativo
Qual: Frequéncia/Duragdo:
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composi¢cao da microbiota fecal, o estado

nutricional relativo ao selénio e as expressées génica e proteica da GPx1 em uma populagao adulta

9. Histérico de doencas na familia:

1.( ) Obesidade 5.( ) Cancer

2.( ) Diabetes 6.( ) Insuficiéncia Renal

3.( ) HAS 7.( ) Outro:

4.( )DbCV
10. Uso de medicamentos: 1.( ) Nao 2.( ) Sim Quais:
11. Uso de antibiéticos nos Ultimos 4 meses: 1.( ) N&o 2.( )Sim
12. Uso de suplemento vitaminico-mineral: 1.( ) N&o 2.( ) Sim
13. Ingestdo de probidticos e/ou prebiéticos industrializados: 1.( ) NGo 2.( ) Sim
14. Habito intestinal: 1.( ) Normal 2.( ) Constipagdo 3.( ) Diarreia
Frequéncia:
15. Intercorréncias nos Ultimos meses: 1. )Ndo 2.( ) Sim Quais:
16. Tipo de parto: 1.( ) Normal 2.( ) Cesdria 3.( ) Ndo sabe informar
17. Tipo de alimentagao infantil: 1. ) Aleifamento materno 2.( ) Formulas infantis
Duracdo: 3.( ) Nao sabe informar
18. Se mulher, teve filhos: 1.( )Ndo 2.( )Sim Quantos: Quando:
19. Possui animal de estimagdo: 1.( ) Ndo 2.( )Sim Qual:
20. Observagoes:

DADOS ANTROPOMETRICOS
T0 T

Data

21. Peso (kg)

22. Altura (m)

23. IMC (kg/m?)

24. Circunferéncia da cintura (cm)

25. Percentual de gordura corporal

26. Peso de gordura (kg)

27. Percentual de massa magra

28. Peso de massa magra (kg)

29. Agua

30. Observagoes:
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ANEXO 2. Orientagoes para participagao da pesquisa.

ORIENTACOES PARA A PESQUISA

DURANTE O PERIODO DA PESQUISA:
Ndo alterar seu hdbito alimentar;
Ndo consumir alimentos contendo probidticos (leite fermentado contendo
microrganismos benéficos vivos) ou prebidticos industrializados;
Ndo utilizar suplemento vitaminico-mineral;

N&o consumir castanhas-do-Pard, exceto as fornecidas pela pesquisadora.

PARA O CONSUMO DA CASTANHA-DO-PARA:
Consumir apenas 1 unidade por dia, durante 60 dias;
Ndo esquecer de consumir a castanhal Caso isto ocorra, anote os dias no calenddrio
fornecido;
Mantenha o pote com as castanhas em geladeira;

Ndo dividir as castanhas com ninguém.

PARA A COLETA DE SANGUE:
e Jejumde 10 a 12 horas;

e Trazer a amostra de fezes no isopor, conforme orientacoes.

SIGA TODAS AS ORIFNTACOFS CORRFTAMFNTFI
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ANEXO 3. Parecer Consubstanciado — CEP/FCF/USP

FACULDADE DE CIENCIAS
\CIRT, FARMACEUTICAS DA W“@
W UNIVERSIDADE DE SAO

ot

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composi¢éo da
microbiota fecal, o estado nutricional relativo ao selénio e as expressdes génica e
proteica da GPx1 em uma populagéo adulta

Pesquisador: Silvia Maria Franciscato Cozzolino

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 42060815.3.0000.0067

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.000.931
Data da Relatoria: 23/03/2015

Apresentacao do Projeto:

O projeto é sobre o micronutriente selénio, considerado importante por estar associado a diversos processos
envolvidos com a satde humana, devido a sua ligagdo ao sitio ativo de seleno-proteinas, como a glutationa
peroxidase 1 (GPx1). O funcionamento 6timo das seleno-proteinas é determinado pelo estado nutricional do
individuo relativo ao selénio, o qual é influenciado pela ingestdo alimentar do micronutriente e pela
competicdo por selénio entre microbiota intestinal e hospedeiro, entre outros fatores. A populagéo
bacteriana é sensivel a mudangas nas concentracdes de minerais como selénio, e, por sua vez, pode
influenciar no status do micronutriente e na expressé@o de seleno-proteinas no hospedeiro. Entretanto,
poucos estudos foram desenvolvidos sobre o papel do selénio na modulacéo da microbiota, a qual
desempenha fungdes fundamentais (metabdlicas, tréficas e protetivas) no organismo saudavel e redugéo do
risco de doencas relacionadas a disbiose. Além disso, ainda sdo desconhecidos os efeitos da castanha-do-
brasil na composigdo da microbiota. Pelo fato de a castanha-do-brasil ser o alimento com maior teor de
selénio, esta tem sido utilizada como uma boa alternativa para a suplementacéo alimentar desse elemento,
considerando também a disponibilidade dos demais nutrientes nela presentes. Nesse sentido, o objetivo
deste trabalho sera avaliar os efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composicéo
da microbiota fecal, o estado nutricional relativo ao selénio e

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS
\CIgE FARMACEUTICAS DA QW“P
N UNIVERSIDADE DE SAO
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T

Continuagéao do Parecer: 1.000.931

as expressdes génica e proteica da GPx1 em uma populagdo adulta residente em S&o Paulo. Este estudo
sera de natureza longitudinal e consistira em 4 fases (Tempos 0 a 3), distribuidas em um periodo de 120
dias. A primeira coleta (T0) sera apenas de fezes e as demais serdo de sangue e fezes. Para verificar os
efeitos da intervencéo nutricional, ap6s o T0, os participantes serédo avaliados novamente depois de 30 (T1),
90 (T2) e 120 dias (T3), respectivamente, sendo que a suplementagdo ocorrera entre o T1 e T2. Para isso,
serdo selecionados 50 individuos sem doencgas crdnicas ndo transmissiveis, de ambos os géneros,
eutréficos, com idade entre 19 e 50 anos e residentes no estado de Sdo Paulo, que serdo suplementados
com castanha-do-brasil, sendo ofertada diariamente a quantidade de noz equivalente a aproximadamente
200 g de selénio, durante 60 dias. O sangue coletado sera destinado as andlises relacionadas ao estado
nutricional relativo ao selénio e as expressdes génica e proteica da GPx1 e as fezes seréo utilizadas para
caracterizar a composicao da microbiota fecal. Em todos os tempos, também sera realizada a avaliagéo da
composi¢ao corporal, a qual consistira nas medidas de peso, estatura e circunferéncia da cintura e
realizagdo da bioimpedancia elétrica. Além disso, a avaliagdo da ingestdo alimentar sera feita mensalmente,
por meio de recordatérios alimentares de 3 dias (dois dias durante a semana e um dia no final de semana).
Apbs a obtencéo e a tabulacdo dos dados, sera realizada a andlise estatistica, por meio do software SPSS
(versdo 18.0).

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar os efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a
composigao da microbiota fecal, o estado nutricional relativo ao selénio e as expressdes
génica e proteica da GPx1 em uma populagdo adulta residente em S&o Paulo.

Objetivos Especificos

- Caracterizar a composi¢do corporal e a ingestdo alimentar dos participantes antes e

apos a suplementacdo com castanha-do-brasil;

- Analisar os parametros bioquimicos de avaliagdo do estado nutricional relativo ao

selénio antes e apds a suplementagéo com castanha-do-brasil;

- Avaliar a composigcao da microbiota fecal antes e ap6s a suplementagdo com

castanha-do-brasil;

- Avaliar as expressdes génica e proteica da GPx1 e sua relagdo com os demais parametros de avaliagdo
do estado nutricional relativo ao selénio e a composi¢cdo da microbiota antes e ap6s a suplementagcdo com
castanha-do-brasil.

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Risco: A pesquisa é considerada de risco minimo. Na coleta do sangue, podera ocorrer um pequeno
desconforto, devido a dor da picada da agulha, e/ou surgir uma mancha arroxeada no local, desaparecendo
em poucos dias.

Beneficios: Os participantes realizardo uma avaliagdo nutricional, com medidas da composi¢éo corporal,
avaliacdo da ingestéo alimentar e exames bioquimicos

relacionados ao estado nutricional relativo ao selénio, sem custos financeiros para o participante. Além
disso, terdo conhecimento da composigcao de sua microbiota fecal, a qual esta diretamente associada aos
habitos alimentares e de vida. Ao final do estudo, sera fornecida orientagéo nutricional individualizada e um
relatorio com todos os resultados das analises realizadas. Ainda, os participantes receberédo 60 unidades de
castanha-do-brasil para serem consumidas durante o periodo de suplementac¢édo do estudo (60 dias). O
consumo deste alimento vem sendo relacionado com diversos efeitos benéficos a satde humana, devido
aos nutrientes que contém.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é atual, pois envolve o estudo da alteragé@o ou ndo da microbiota intestinal apés a ingestao de
castanha-do-brasil por uma populagdo adulta na cidade de Sdo Paulo. A castanha-do-brasil € um alimento
rico em selénio, micronutriente que apresenta importantes fungdes na satde humana, por meio de sua
incorporacéo na cisteina para sintese do 21°. aminoécido, a selenocisteina (Sec), presente nas 25 seleno-
proteinas identificadas atualmente no genoma humano. A regulagdo do metabolismo de horménios
tireoidianos, participacéo na sintese de DNA, modulacdo da resposta imune e da fertilidade, remocéo de
perdxidos que promovem danos as células, regulacdo da sinalizacdo redox, transporte e armazenamento de
selénio, estdo entre as fungdes atribuidas a esse micronutriente. E uma pesquisa que podera contribuir para
a melhor compreenséo das fung¢des do selénio.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Os termos de apresentag¢éo obrigatéria estéo de acordo.

Recomendacoes:
Sem recomendagoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Sem pendéncias.

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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Continuagéao do Parecer: 1.000.931

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este CEP entende que o projeto pode ser aprovado.

SAO PAULO, 26 de Marco de 2015

Assinado por:
Mauricio Yonamine
(Coordenador)

Endereco: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13A, sala 112

Bairro: Butanta CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-3622 Fax: (11)3031-8986 E-mail: cepfcf@usp.br
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ANEXO 4. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

&

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

1. Informagoes do Participante da Pesquisa

Nome:

Documento de Identidade (tipo): [ Ne: [Sexo: ()M ()F
Local de Nascimento: | Data de Nascimento: / /
Endereco: [ No:
Complementos: | Bairro:

Cidade: | Estado:

CEP: | Telefones:

2, Titulo do Projeto de Pesquisa

Efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composicdo da
microbiota fecal, o estado nutricional relativo ao selénio e as expressdes génica e
proteica da GPx1 em uma populagdo adulta

3. Duragéao da Pesquisa
[ 60 dias

4. Nome do Pesquisador Responsavel

Silvia Maria Franciscato Cozzolino
Cargo/ Fungao: Professora Titular do Programa de Pés- N° de registro do Conselho
Graduacéo em Ciéncia dos Alimentos da FCF/USP Regional: CRN3 / 0621

5. Instituigaol/Instituicoes

[ Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Sao Paulo |

Meu nome ¢ Silvia Maria Franciscato Cozzolino e sou nutricionista e Prof® Titular da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP. Gostaria de convidar vocé para participar do nosso projeto de pesquisa
intitulado “Efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composi¢cao da
microbiota fecal, o estado nutricional relativo ao selénio e as expressées génica e proteica da GPx1
em uma populagao”, a ser desenvolvido com a colaboragéo da nutricionista e aluna de doutorado Leila Leiko
Hashimoto. Esta pesquisa é considerada de risco minimo.

A castanha-do-brasil € um alimento muito rico em selénio e em outros nutrientes, como fibras, gorduras
boas, ferro, cobre, entre outros. Entre esses, destaca-se o papel do selénio no organismo humano, visto que é
considerado um mineral antioxidante e pode ter relagdo benéfica com nossa microbiota, ou seja, o conjunto de
microrganismos existentes no corpo humano. Nas Ultimas décadas, a microbiota vem sendo muito estudada,
pois desempenha papéis fundamentais no organismo, como digestdo e absor¢gdo de nutrientes, protecao
contra bactérias que causam doengas, entre outros. Dessa forma, o objetivo deste pesquisa é avaliar o papel
da castanha-do-brasil no organismo e na microbiota humana. Além disso, este estudo podera trazer
beneficios para a populagéo, visto que o selénio e outros componentes da castanha podem exercer efeitos
protetores no organismo e podem ter efeito na microbiota.

A pesquisa contard com 100 participantes sem doengas crdnicas ndo transmissiveis (obesidade,
diabetes, doencga renal cronica, hipertensao arterial, cancer, doengas cardiovasculares), com idade entre 19 e
50 anos, de ambos os sexos. Os participantes serdo suplementados com 1 noz de castanha-do-brasil por dia,
fornecida pela pesquisadora, durante 60 dias. Para avaliar os efeitos da castanha-do-brasil, vocé realizara 2
coletas de sangue e de fezes, uma no inicio e outro no final da pesquisa, bem como avaliagdo da composigao
corporal e da ingestao alimentar. No inicio da pesquisa, sera aplicado um questionario para sua caracterizagéo
quanto a dados socioecondmicos, uso de medicamentos e suplementos vitaminicos, entre outras informagdes.

O sangue coletado sera destinado a avaliagdo do estado nutricional relativo ao selénio e as fezes serdo
utilizadas para caracterizar a composigado da microbiota fecal antes e apds a suplementacéo. A avaliagdo da
composigao corporal consistirda na medida de seu peso, sua altura e circunferéncia da cintura e realizagédo da
bioimpedancia elétrica (exame para avaliagdo da quantidade de gordura e musculos do seu corpo). A
avaliagdo de sua alimentacdo sera realizada por meio de recordatoérios alimentares de 3 dias (dois dias
durante a semana e um dia no final de semana), nos quais vocé relatara todos os alimentos consumidos no
dia anterior a entrevista.
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Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Vocé recebera todas as orientagcdes necessarias para a realizagdo da pesquisa. Para a coleta de
sangue (20 ml), vocé devera estar em jejum de 12 horas. Na coleta do sangue, podera ocorrer um pequeno
desconforto, devido a dor da picada da agulha, e/ou surgir uma mancha arroxeada no local, desaparecendo
em poucos dias. Serdo utilizadas seringas e agulhas descartaveis e esterilizadas e as amostras de sangue
serdo colhidas por um profissional habilitado em um local adequado no Departamento de Alimentos e Nutrigdo
Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Apds este procedimento, sera lhe fornecido um
lanche. Caso haja necessidade de atendimento médico, a colaboradora da pesquisa acompanhara vocé a uma
unidade de saude. As fezes serdo coletadas em um pote fornecido pela pesquisadora e, apds a coleta, vocé
devera guardar este frasco em geladeira até o momento de ser entregue para a pesquisadora.

Vocé recebera os resultados das analises laboratoriais e da avaliagdo nutricional realizadas, sem nenhum
custo financeiro. Seus dados pessoais serdo arquivados e mantidos em sigilo absoluto durante todas as fases da
pesquisa, preservando sua privacidade, conforme ética. E seu direito recusar, desistir e/ou retirar seu
consentimento de participar desta pesquisa a qualquer momento, sem penalizagdo alguma. Vocé nao tera
nenhuma recompensa ou despesa financeira, porém eventuais gastos decorrentes de sua participagdo no estudo
serao ressarcidos. Vocé tera direito de pedir indenizagao no caso de algum dano decorrente da pesquisa. Vocé
podera entrar em contato conosco para esclarecimento de eventuais duvidas sobre qualquer etapa da pesquisa.

Caso concorde em participar desta pesquisa, vocé devera assinar duas vias deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, sendo que uma delas ficara com vocé, e as amostras de sangue e fezes
serdo armazenadas em bancos de materiais biolégicos no Laboratério de Nutrigdo e Minerais da FCF/USP,
sob minha responsabilidade. No entanto, poderdo ser necessarias novas pesquisas futuras relacionadas a
esta. Caso isto ocorra, vocé autoriza o armazenamento e a andlise do seu material biolégico (sangue e fezes)
para estas pesquisas?

( )Sim ( )Nao

Contato
Profa. Dra. Silvia Maria Fransciscato Cozzolino Leila Leiko Hashimoto
Telefone: (11) 3091-3625 Telefone: (11) 3091-3625 / 98196-1464
Email: smfcozzo@usp.br Email: leiko.hashimoto@gmail.com
Laboratorio de Nutrigdo-Minerais / USP Laboratorio de Nutricdo-Minerais / USP
Endereco: Av. Lineu Prestes, 580 - Bloco 14 — Endereco: Av. Lineu Prestes, 580 - Bloco 14 —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF, Cidade Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/FCF, Cidade
Universitaria, CEP 05508-000 - Sdo Paulo — SP Universitaria, CEP 05508-000 - Sao Paulo — SP

Consentimento Pés-Esclarecido

Declaro que, apds ter sido convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa.

Sao Paulo, de de

Assinatura do Participante de Pesquisa Assinatura do Pesquisador Responsavel

Para qualquer questéo, duvida, esclarecimento ou reclamagéao sobre aspectos éticos relativos a este protocolo
de pesquisa, favor entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo: Av. Prof. Lineu Prestes, 580, Bloco 13 A, Butanta, Sao
Paulo, CEP 05508-000, Telefones 3091-3622 e 3091-3677, e-mail: cepfcf@usp.br.
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ANEXO 5. Ficha de recordatoério alimentar de 24 horas

Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Efeitos da castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.) sobre a composicdo da microbiota fecal, o estado
nutricional relativo ao selénio e as expressées génica e proteica da GPx1 em uma populagdo adulta

RECORDATORIO 24h

Nome: ID: Tempo:

Data de Nascimento: / / Peso: Altura:

()Seg ()Ter ()Qua ()Qui ()Sex ()Sdb ( )bom (__/_/

)

REFEICAO -

LOCAL/HORARIO ALIMENTO MEDIDAS
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ANEXO 6. Ficha do aluno

06/09/2019

Fanus - Sistema Administrativo da Pés-Graduag&o

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9132 - 6843231/2 - Leila Leiko Hashimoto

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduacao:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depdsito:

Orientador:

Co-orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Trancamento(s):

Prorrogacgao(6es):

Data de Aprovagao no Exame de
Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovagao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Historico de Ocorréncias:

leila.hashimoto@usp.br
16/05/1991

RG - 36.456.071-X - SP
Estado de Sao Paulo
Brasileira

Nutricionista - Faculdade de Saude Publica - Universidade de Sao Paulo - Sdo Paulo -
Brasil - 2014

Doutorado Direto

Ciéncia dos Alimentos

Nutricdo Experimental

27/11/2014

27/11/2014

23/09/2019

Prof(a). Dr(a). Silvia Maria Franciscato Cozzolino - 27/11/2014 até o presente. Email:
smfcozzo@usp.br

Prof(a). Dr(a). Christian Hoffmann - 14/09/2016 até o presente. Email:
c.hoffmann@usp.br

Inglés, Aprovado em 27/11/2014

180 dias
Periodo de 01/03/2019 até 27/08/2019

120 dias
Periodo de 27/11/2018 até 27/03/2019

Aprovado em 16/01/2017

Primeira Matricula em 27/11/2014
Prorrogagdo em 10/09/2018
Trancado em 01/03/2019

Aluno matriculado no Regimento da Pés-Graduagéo USP (Resolugéo n° 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Trancado em 01/03/2019
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FICHA DO ALUNO

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

Biologia das Mucosas Gastrica e Intestinal
BMH5760- (Instituto de Ciéncias Biomédicas -
Universidade de S&o Paulo) (1)

FBA5899- Biodisponibilidade de Nutrientes e de
2/4 Substancias Bioativas em Alimentos e Dietas

Nutrigendmica no Contexto das Doengas
HN£?2759' Cronicas nao Transmissiveis (Faculdade de
Saude Publica - Universidade de S&o Paulo)

Fundamentos de Biologia Molecular Bacteriana
BM'\Q/SZSO?" (Instituto de Ciéncias Biomédicas -
Universidade de S&o Paulo)

HNT5732- Métodos para Avaliagdo do Consumo Alimentar
92 de Populagdes (Faculdade de Saude Publica -
Universidade de Sao Paulo)

Marcadores Bioquimicos em Estudos de
HNE’ZGO' Nutricdo e Alimentagéo (Faculdade de Saude
Publica - Universidade de Sao Paulo)

_ Perspectivas Tedrico-Metodolégicas do
EN1035/294 Processo Ensino-Aprendizagem (Escola de
Enfermagem - Universidade de Séo Paulo)

Redagéo de Trabalhos Cientificos (Instituto de
Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao
Paulo)

ICB5711-
3/2

Como Comunicar Sua Ciéncia: Melhorando a
ICB5752- Oratéria e a Empatia com o Publico (Instituto de
113 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao
Paulo)

FBAS5906-

21 Analise de Dados de Microbioma

Delineamento de Experimentos e Ferramentas
Estatisticas Aplicadas as Ciéncias

FBF5805-
206 Farmacéuticas

08/04/2014

02/03/2015

03/03/2015

05/03/2015

28/07/2015

15/09/2015

14/03/2016

01/08/2017

16/10/2017

26/02/2018

14/08/2018

13/05/2014

12/04/2015

06/04/2015

15/04/2015

07/09/2015

19/10/2015

15/05/2016

04/09/2017

29/10/2017

08/04/2018

22/10/2018

60

90

60

60

60

30

90

45

30

90

90

100

100

100

83

83

96

100

100

100

Concluida

Concluida

Concluida

Matricula
cancelada

Concluida

Concluida

Concluida

Concluida

Pre-
matricula
indeferida

Concluida

Concluida

Disciplinas: 0

20

41

Estagios:

Total: 0

20

41

Créditos Atribuidos a Tese: 172

Observagdes:

1) Disciplina(s) cursada(s) isoladamente e aceita(s) pelo(a) orientador(a) do(a) candidato(a).

Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Conceito a partir de 02/01/1997:
A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
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