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RESUMO

A diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢ uma doenga metabodlica cada vez mais
prevalente que ocorre, em grande parte, devido as mudangas ambientais
e no estilo de vida. Os estados cronicos de hiperglicemia, hiperlipidemia
e  hiperinsulinemia podem levar ao estresse oxidativo e
consequentemente, a oxidagdo do acido desoxirribonucleico (DNA). Uma
boa prescricdo dietética € considerada essencial no tratamento e
prevencdo de complicagdes relacionadas a DM2. A castanha-do-Brasil
(Bertholletia excelsa, H.B.K.) ¢ a melhor fonte alimentar de selénio
encontrada na natureza e, niveis adequados deste mineral no organismo
apresentam diversos beneficios a saude, incluindo melhora no estado
redox celular e modulagdo da instabilidade gendmica. Nesse contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do consumo desta oleaginosa
sobre parametros bioquimicos, de estresse oxidativo e instabilidade
genomica em individuos com DM2. Participaram deste estudo 37 homens
e 37 mulheres, que consumiram 1 castanha-do-Brasil por dia (=210 pg de
selénio) durante 6 meses. Foram coletadas amostras de sangue periférico
e células esfoliadas da mucosa bucal imediatamente antes do inicio e ao
final do estudo. Foram analisados os perfis glicémico, lipidico,
inflamatorio, hepatico e renal, além dos niveis séricos de selénio. Em
relagdo ao estresse oxidativo, foram determinados os niveis de 2',7'-
diclorofluoresceina (DCF), nitritos, tidis totais, grupamentos carbonila,
malondialdeido (MDA), glutationa (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e
catalase (CAT). O ensaio cometa nas versoes alcalina e modificada com
o uso de formamidopirimidina glicosilase foi utilizado para analise dos
danos basal e oxidativo ao DNA, respectivamente. O teste de micronucleo
em células esfoliadas da mucosa bucal foi utilizado para caracterizagdo
dos tipos celulares, anormalidades nucleares e presenca de dano nuclear.
As analises estatisticas foram feitas usando os testes ¢ pareado ou de
Wilcoxon e, correlagdo Spearman. Ao analisar os pardmetros
bioquimicos, foram observados aumento dos niveis de glicemia de jejum,
colesterol HDL e LDL e gama-glutamiltransferase. Os niveis de insulina
e a relagdo triglicerideos/HDL-colesterol foram diminuidos. O consumo
de castanha-do-Brasil durante seis meses foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de selénio, GSH, GPx e CAT, sugerindo uma
melhora do sistema antioxidante dos pacientes. Em relacao a producdo de
oxidantes, os niveis de DCF e nitritos foram diminuidos. Observou-se um
aumento dos niveis de tidis totais e¢ diminui¢do do contetdo de
grupamentos carbonila e niveis de MDA, sugerindo uma redu¢do na
oxidacdo de proteinas e lipidios. Quanto a instabilidade gendmica, os



danos ao DNA, avaliados através do ensaio cometa foram
significativamente diminuidos, assim como a frequéncia de micronticleos
e brotos nucleares também. Os testes estatisticos revelaram que os niveis
de selénio foram negativamente associados aos niveis de MDA, danos ao
DNA e frequéncia de micronucleos. Por outro lado, houve uma
associagdo positiva entre os niveis de selénio e tiois totais, GSH, GPx e
CAT. Os resultados do presente trabalho sugerem que a ingestdo diaria
de castanha-do-Brasil pode ser uma aliada na modulagdo da instabilidade
genomica em individuos com DM2, provavelmente através de mudangas
no estado redox celular.

Palavras-chave: castanha-do-Brasil; selénio; diabetes mellitus tipo 2;
estresse oxidativo; instabilidade gendmica; ensaio cometa.



ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a metabolic disease, occurring largely
due to environmental and lifestyle changes. Chronic conditions of
hyperglycaemia, hyperlipidaemia and hyperinsulinemia can lead to
oxidative stress, and consequently damage to lipids, proteins and DNA.
Dietary interventions are considered essential for the treatment and
prevention of T2DM-related complications. Brazil nuts (Bertholletia
excelsa, H.B.K.) are the richest source of selenium known in nature. The
adequate selenium status presents several health benefits, including
improve of redox cellular status and maintenance of genomic stability.
Based on this, the aim of this study was to assess biochemical and
oxidative stress parameters and genomic instability in T2DM patients
before and after 6-month consumption of selenium through Brazil nut.
Thirty-seven men and thirty-seven women with T2DM were included.
Participants consumed 1 Brazil nut a day (=210 pg of selenium) for 6
months. Samples of blood and exfoliated buccal cells (EBC) were
collected at the beginning and at the end of treatment. The glycaemic,
lipidic, inflammatory, hepatic and renal serum profiles were analyzed. In
relation to oxidative stress, the levels of 2',7'-dichlorofluorescein (DCF),
nitrites, total thiols, protein carbonyl, malondialdehyde (MDA),
glutathione (GSH), gluthatione peroxidase (GPx) and catalase (CAT)
were determined. The alkaline version of the comet assay was the method
selected to measure basal DNA damage. In order to measure oxidative
DNA damage, the comet assay was coupled with a lesion-specific
endonuclease (formamidopyrimidine glycosylase) to detect oxidized
purines. The EBC were evaluated for the characterization of cell types
(basal and differentiated) and nuclear abnormalities (binucleated cells,
pyknosis, karyolysis, karyorrhexis, condensed chromatin) and the
presence of cellular damage (micronuclei and nuclear buds). Finally,
selenium levels were quantified in serum of participants. The data were
processed and statistically analyzed using paired ¢ test or Wilcoxon test
and Spearman correlation. The data relative to biochemical parameters
presents an increased in fasting glucose levels, HDL- and LDL-
cholesterol and gama glutamyl transferase levels. Insulin levels and
triglycerides/HDL-cholesterol ratio were decreased. Six-month Brazil nut
consumption proved to be enough to significantly increase selenium and
GSH levels, GPx and CAT activity, improving the antioxidant system of
patients. In relation to oxidant production, DCF and nitrites levels were
decreased. Besides, were observed an increase in total thiols, and a
decrease in protein carbonyl and MDA levels, suggesting a reduction of



proteins and lipids oxidized. Relative to genomic instability, the levels of
basal and oxidative DNA damage in T2DM were significantly decreased
after Brazil nut consumption, as well as the frequency of micronuclei and
nuclear buds. The statistic tests revealed that selenium levels were
negatively associated with MDA, basal and oxidative DNA damage and
micronuclei frequency. On the other hand, there was a positive
association between selenium levels and total thiois, GSH, GPx and CAT.
Taken together, the results of the present work indicate that Brazil nut
consumption could be an ally to module the genomic instability in T2DM
patients, probably through changes in oxidative status.

Key-words: Brazilian nut; selenium; type 2 diabetes mellitus; oxidative
stress; genomic instability; comet assay.
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1. INTRODUCAO
1.1. Diabetes mellitus tipo 2

1.1.1. Conceito, epidemiologia e aspectos fisiopatologicos do diabetes
mellitus tipo 2

O diabetes mellitus (DM) tipo 2 (DM2) ¢ uma doenca complexa
multifatorial caracterizada por niveis elevados de glicose na corrente
sanguinea, resultante de alteracdes na secrecdo e/ou acdo da insulina,
levando a hiperglicemia e alteragcdes no metabolismo dos carboidratos,
lipideos e proteinas (American Diabetes Association, 2012) A evolugdo
da doenca pode ser acompanhada de uma disfuncao das células B do
péncreas e uma perda generalizada da sensibilidade a insulina (Kitamura,
2013).

Esta doenca metabolica cada vez mais prevalente, cuja rapida
difusdo atingiu proporcdes epidémicas, ocorre em grande parte devido ao
estilo de vida, que envolve uma alimentacdo com alta densidade
energética associada a reducdo na pratica de exercicios fisicos (Nolan et
al.,, 2011). Por ser um dos maiores problemas de doenga evitavel do
século, tornou-se um grande desafio para as organizacdes publicas de
saude em nivel mundial (Guariguata et al., 2014; Zimmet et al., 2016).

De acordo com a atualizagdo de 2015 do Atlas da Federacdo
Internacional de Diabetes, 415 milhdes de pessoas em todo o mundo tem
DM, sendo metade ainda ndo diagnosticada. A forma mais comum da
doenga ¢ o DM2, atingindo cerca de 90 a 95% dos individuos. Em 2015,
os gastos com cuidados de satide para esta doenca ultrapassaram os 673
bilhdes de dolares. Ainda, neste mesmo ano, cinco milhdes de pessoas
morreram devido ao DM e estes nimeros estdo aumentando em todos os
paises. Entre os paises das Américas do Sul e Central, o Brasil ¢ o que
tem maior nimero de individuos com DM, ultrapassando 14,3 milhdes,
ou seja, 8,7% da populagdo adulta e, a somar-se a estes nimeros, 3,2
milhdes de individuos ndo diagnosticados (International Diabetes
Federation, 2015).

Para que um individuo desenvolva DM2, algumas alteragdes
metabolicas sdo cruciais: i) incapacidade das células f em compensar o
excesso calorico; ii) aumento da secrecdo de glucagon e redugdo da
resposta a incretina; iii) aumento do tecido adiposo subcutaneo,
diminuicao dos niveis de adiponectina e inflamagdo do tecido adiposo;
iv) aumento da producdo enddgena de glicose e; v) desenvolvimento de
resisténcia periférica a insulina (Weir et al., 2001; Kahn, 2003; Leahy,
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2005; Prentki e Nolan, 2006; Nolan e Prentki, 2008; Meier e Nauck, 2010;
Unger e Scherer, 2010). Sabe-se que os efeitos metabolicos da insulina
sdo mediados principalmente através da fosforilagdo da proteina cinase B
(Akt) (Burgering e Coffer, 1995; Taniguchi et al., 2006) e, uma alteracdo
da sinalizacdo deste hormonio pode resultar em resisténcia a insulina no
figado, tecido adiposo e no musculo esquelético, que sdo caracteristicas
da fisiopatologia do DM2 (Schinner et al., 2005). Em longo prazo, os
individuos diagnosticados com DM2 também podem sofrer complicacdes
microvasculares e macrovasculares (Giacco e Brownlee, 2010; Donath e
Shoelson, 2011).

Em geral, as complicagdes microvasculares sdo causadas pela
hiperglicemia persistente. Embora este processo seja modificado por
fatores genéticos de suscetibilidade individual e por fatores de aceleracdo
independentes, como hipertensdo e dislipidemia, existem mecanismos
que medeiam os efeitos prejudiciais da hiperglicemia, tais como
alteracdes agudas no metabolismo celular e alteragcdes cumulativas em
longo prazo em macromoléculas estaveis (Giacco e Brownlee, 2010). O
conjunto destas alteracdes também leva a um aumento na predisposicao
para o desenvolvimento de alguns tipos de cancer (Cebioglu et al., 2008;
Cebioglu et al., 2010).

Os fatores mais conhecidos por estarem associados a resisténcia
a insulina e a progressdo da doenga sdo sedentarismo, obesidade,
inflamacdo, disfuncdo das células P pancreaticas, envelhecimento e
estresse oxidativo (Akash et al., 2013). Dentre estes fatores, o estresse
oxidativo tem recebido destaque, uma vez que os estados cronicos de
hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia culminam em danos em
proteinas e lipidios, bem como afeta significativamente o dacido
desoxirribonucleico (DNA) (Dincer et al., 2002; Giacco ¢ Brownlee,
2010; Broedback et al., 2011; Stefani et al., 2015).

1.1.2. Diabetes mellitus tipo 2 e estresse oxidativo

As reagdes de oxidagdo e reducdo sdo fundamentais na vida
aerdbica e no metabolismo celular. Nesse cenario, a produgado de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) € um
fendmeno necessario e natural do metabolismo, que pode produzir tanto
efeitos benéficos quanto nocivos as células (Halliwell e Guteridge, 2007).
Os efeitos benéficos das ERO/ERN ocorrem quando as mesmas sdo
produzidas em baixas ou moderadas concentracdes e envolvem papéis
fisiologicos, como no mecanismo de defesa e em alguns sistemas de
sinalizacdo celular (Thannickal e Fanburg, 2000; Sen, 2001; Gomes et al.,
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2012). Os efeitos nocivos sdo os resultados de um desequilibrio entre a
producdo destas espécies e a capacidade antioxidante da célula,
caracterizando um quadro de estresse oxidativo (Halliwell e Guteridge,
2007; Fatehi-Hassanabad et al., 2010; Pandey et al., 2010)

A hiperglicemia, marcador através do qual se diagnostica DM2,
promove o aumento na producdo de ERO por diversas vias metabolicas
(Tiwari et al., 2013). Entretanto, Brownlee desde 2001, defende a teoria
do “mecanismo unificado” dos danos celulares causados pela
hiperglicemia (Brownlee, 2001).

O aumento dos niveis de glicose na corrente sanguinea pode levar
diretamente a formagao de ERO (Valko et al., 2004), e em consequéncia
disto, ocorre um aumento da poli ADP-ribose polimerase (PARP), enzima
envolvida no reparo de danos ao DNA, e posteriormente, diminui¢do da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), responsavel pela
metabolizagdo final da glicose (Brownlee, 2001). O resultado do baixo
controle glicémico ¢ o aumento da carga oxidativa em individuos com
DM2. Isto acontece porque uma redu¢do da GAPDH implica na ativagao
da proteina cinase C (PKC), que esta relacionada a patogénese de diversas
complicagdes do diabetes (Brownlee, 2005). Além disso, ha um aumento
na atividade das vias dos polidis e das hexosaminas, e aumento na geragao
de produtos finais da glicacdo avancada (AGEs), que sdo gatilhos para a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (Figura 1) (Brownlee, 2001).

Citoplasma

Glicose

Mitocondria -
{ GAPDH Nucleo
|

M Fluxoda % Metilglioxal 1 PKC  4Fluxo da via da
via dos polidis l hexosaminas

TRAGE TNFxB
1 AGE

Figura 1. Mecanismo esquematico do dano celular induzido pela hiperglicemia.
Adaptado de (Brownlee, 2005). ROS: espécies reativas de oxigénio. PARP: poli
ADP-ribose polimerase. GAPDH: gliceraldeido-3-fosfafo desidrogenase. RAGE:
receptores para produtos finais da glicacdo avancada. AGE: produtos finais da
glicagdo avangada. PKC: proteina cinase C. NFkB: fator nuclear kappa beta.
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O estresse oxidativo pode ser mensurado através da quantificagdo
de varias moléculas, que sdo relacionadas a geracdo de radicais livres ou
moléculas modificadas através da interagdo com essas espécies (Santilli
et al., 2015). Na tentativa de impedir a ag@o toxica das ERO e ERN, as
células possuem sistemas de defesa antioxidantes, podendo ser
enzimaticos ou nao, e atuam na protecdo dos sistemas bioldgicos contra
os efeitos lesivos da oxidacdo excessiva. Entre as enzimas que fazem
parte do sistema de defesa antioxidante primdrio estdo a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
tiorredoxina redutase (TrxR), e estas sdo responsaveis pela remogao do
excesso, principalmente do anion superdxido e peroxido de hidrogénio
(Halliwell e Guteridge, 2007).

Adicionalmente, um dos principais antioxidantes ndo
enzimaticos ¢ a glutationa (GSH), principal e mais abundante tiol ndo
proteico na defesa contra o estresse oxidativo (Lu, 2013). A GSH auxilia
na manuten¢do dos grupamentos tidis das proteinas em estado reduzido,
participa no transporte de aminoacidos, atua como coenzima em varias
reacOes enzimaticas e auxilia na prevencdo de danos aos tecidos (Tsai et
al., 2012). Além disso, ¢ um eficiente antioxidante e esta presente em
quase todas as células, por isso € considerado um bom biomarcador de
desequilibrio redox em nivel celular (Chakravarty e Rizvi, 2011).
Individuos com DM2 apresentam niveis reduzidos de GSH, podendo
entdo ser um dos fatores envolvidos no dano oxidativo ao DNA, proteinas
e lipidios no DM2 (Dincer et al., 2002; Calabrese et al., 2012).
Infelizmente, o metabolismo da GSH pode ser prejudicado na presenca
excessiva de ERO (Morris et al., 2013). Em pacientes refratarios ao
tratamento com hipoglicemiante oral e até a insulina, ou seja, que
possuem um baixo controle glicémico, ha uma grave deficiéncia na
sintese de GSH e isto ¢ atribuido a baixa disponibilidade de seus
precursores. Portanto, a suplementacdo dietética com precursores de GSH
poderia melhorar a sua sintese e reduzir o dano oxidativo em
biomoléculas frente a hiperglicemia persistente (Sekhar et al., 2011).

1.1.3. Diabetes mellitus tipo 2 e instabilidade gendmica

Os resultados de um evento fisiopatologico, geralmente afetam o
sistema antioxidante e, ndo s6 o dano as biomoléculas pode determinar a
severidade de uma doenca, mas a genotoxicidade também pode indicar a
amplitude do dano oxidativo (Stefani et al., 2015). A estabilidade do
genoma ¢ constantemente desafiada pelos danos causados na estrutura
primaria do DNA por diversos fatores que incluem desde metabolitos
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celulares até agentes externos. O dano ao DNA afeta as vias de transcri¢cdo
e de sinalizacdo e causa erros de replicacdo e instabilidade genomica
(Valko et al., 20006).

Diariamente, estima-se que cada célula sofra mais de 20 mil
lesdes no DNA, induzidas de maneira endégena (Friedberg, 2003). O
dano genomico € provavelmente a mais importante e fundamental causa
do desenvolvimento de doengas neoplasicas. Além das agdes de agentes
genotoxicos ja conhecidos, ¢ também estabelecido que alteracdes
genOmicas sdo produzidas por defici€éncia de micronutrientes, estilo de
vida, estresse oxidativo e exposi¢do ocupacional (Blasiak et al, 2004). A
mutacdo € um processo inerente ao desenvolvimento dos seres vivos e
necessario para a diversidade e evolucdo das espécies. Entretanto,
algumas mutacdes podem nao ser reparadas, acumulando-se nas células
com consequéncias carcinogénicas (Tubbs e Nussenzweig, 2017).

Tornovsky-Babeay e colegas (2014) sugeriram que a
hiperglicemia pode levar a quebras na dupla fita do DNA via estresse
oxidativo. Varios estudos ja evidenciaram uma associagdo entre os niveis
plasmaticos da glicemia de jejum e as purinas oxidadas, que podem ser
avaliadas através do teste cometa com enzimas especificas, neste caso, a
formamidopirimidina DNA-glicosilase (FPG) (Collins et al., 1998;
Dincer et al., 2002; Pitozzi et al., 2003; Lodovici et al., 2008). Miillner e
colaboradores (2013) corroboraram estes dados através dos seus achados,
pelo aumento de sitios sensiveis a FPG com o aumento da glicemia de
jejum. Este dado suporta a hipotese sugerida por Collins et al. (1998), de
que os sitios especificamente sensiveis a FPG refletem danos resultantes
da hiperglicemia.

Em individuos ndo diabéticos, os niveis de oxidacdo global do
DNA sdo menores quando comparados com individuos com DM2. Além
disso, o controle glicémico pode ser apontado como um fator
determinante da oxidagdo global do DNA, uma vez que individuos com
concentragdes de hemoglobina glicada (HbAlc), mesmo em 6,5%
apresentaram niveis mais elevados de 8-oxoguanina em comparagdo com
individuos com HbAlc < 6,5% (Miillner et al., 2013).

Além disso, o estresse oxidativo pode desencadear danos ao
DNA, que tem sido associados ao aumento do risco de cancer (Lee e
Chan, 2015). Portanto, pacientes com DM mostram uma maior incidéncia
de cancer, com uma forte associacao linear entre os niveis de HbAlc e a
incidéncia de céancer gastrico, pancredtico, colorretal, de mama e de
figado (Vigneri et al., 2009; De Beer e Liebenberg, 2014).

A associagdo entre os danos ao DNA, estresse oxidativo e DM2
ja esta bem descrita na literatura. Na DM2, os danos do DNA aumentam
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(Blasiak et al., 2004; Xavier et al., 2014) e o sistema de reparo de DNA ¢
afetado negativamente (Manoel-Caetano et al., 2012; Merecz et al.,
2015). Somados a estas alteragdes, os marcadores de estresse oxidativo
estdo aumentados, ao passo que as defesas antioxidantes diminuem
(Calabrese et al., 2012; Ha et al., 2012; Gupta et al., 2013; Tupe et al.,
2014; Aouacheri et al., 2015), facilitando a instabilidade genomica, que é
encontrada em individuos com DM2.

Com base no conhecimento de que niveis elevados de estresse
oxidativo sdo lesivos ao organismo e que existem, na natureza,
substancias com propriedades antioxidantes, a literatura passou a
investigar o potencial papel de substincias antioxidantes em reduzir a
reatividade das ERO e, consequentemente, os danos orgéanicos. Portanto
estudos voltados para a prevencdo e controle de doengas cronicas
prevalentes nas populacdes sao fundamentais. No caso do DM2, prevenir
a oxidacdo do DNA ¢ de extrema importancia (Dincer et al., 2002;
Nishikawa et al., 2003; Broedbaek et al., 2011), ou seja, um bom controle
dos fatores que aumentam a producdo de ERO ¢ crucial no controle da
doenga (Miillner et al., 2013).

1.2. Selénio
1.2.1. Selénio: um mineral essencial

Os micronutrientes sdo componentes da dieta alimentar e
fundamentais na prevencao de doengas. Possuem um conjunto de funcdes
essenciais na regulacdo da homeostase orgénica, sdo elementos chave nas
diferentes vias metabolicas, e a sua auséncia pode comprometer o estado
de satide de um individuo. Por ndo serem produzidos no organismo,
devem ser obtidos a partir da dieta. Dentre estes microconstituintes da
alimentagdo, esta o selénio (WHO/FAO, 2004; Cozzolino, 2016).

O selénio ¢ um mineral trago essencial para a saide humana e foi
descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius (Rayman,
2008). Mais de um século apds a sua descoberta, Schwarz & Foltz (1957)
descreveram a fungdo essencial deste mineral na satde animal, a partir da
observacao de que a adicao de selénio na dieta de ratos com deficiéncia
de vitamina E, prevenia a necrose hepatica. A partir disto, as pesquisas e
os estudos passaram a se concentrar no papel metabdlico e nas
consequéncias de sua deficiéncia. Anos depois, Flohé e colaboradores
(Flohe et al., 1973) identificaram o selénio como cofator indispensavel
para o funcionamento da enzima GPx, destacando a importancia desse
mineral (Kohrl et al., 2000). Em seres humanos, sua essencialidade foi
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comprovada em 1979, quando um paciente com distrofia muscular, em
razdo de longa permanéncia sob nutrigdo parenteral total, apresentou
melhora do quadro clinico apds suplementagdo com o mineral (Brown e
Arthur, 2001).

O selénio ¢ um elemento chave das selenoproteinas, e atua como
um antioxidante extremamente importante em diversos tipos celulares
(Mukherjee et al., 1998; Beckett e Arthur, 2005). At¢ o momento, pelo
menos 25 selenoproteinas ja foram descritas e estas, possuem diversas
funcdes, dentre as quais o seu papel antioxidante, participacdo na
conversao de tiroxina em triiodotironina, prote¢do contra agdo nociva de
metais pesados, prevencdo de doencgas cronicas ndo transmissiveis,
aumento da resisténcia pelo sistema imunoldgico e participagdo na
manutencdo da estabilidade gendmica (Navarro-Alarcon e Cabrera-
Vique, 2008; Holben e Smith, 1999; Ferguson et al., 2012).

1.2.2. Biodisponibilidade do selénio, recomendacdes dietéticas e
toxicidade

A biodisponibilidade de um nutriente ingerido pode ser definida
como sua acessibilidade aos processos metabolicos e fisiologicos
normais. A biodisponibilidade influencia o efeito benéfico de um
nutriente em niveis fisiologicos de ingestdo, mas também pode afetar a
natureza e a gravidade da toxicidade quando a ingestdo for excessiva. A
biodisponibilidade pode ser afetada por alguns fatores que incluem a
concentragdo e a forma quimica do nutriente, a nutricdo e a satde do
individuo e as perdas por excrecdo. No caso dos minerais e elementos-
trago, quando ingeridos através dos alimentos ou da dgua, frequentemente
sd@o menos rapidamente absorvidos (Cozzolino, 2009).

Quanto a sua forma quimica, o selénio pode ser ingerido tanto na
sua forma orgénica, quanto na sua forma inorganica. As formas
inorganicas sdo sais de selénio, como selenato e selenito. As formas
organicas, apresentadas na Figura 2, sdo a selenometionina (SeMet) e a
selenocisteina (SeCis), que podem ser incorporadas as proteinas (Roman
et al., 2014).

A biodisponibilidade de selénio a partir de certos alimentos e a
sua eficacia no aumento do status deste mineral tem sido investigada,
como por exemplo, em pdo de trigo enriquecido com selénio, peixes e
carnes vermelhas (Van Der Torre et al., 1991; Fox et al., 2004; Thomson,
2004). No entanto, o teor de selénio nestes alimentos ¢ relativamente
baixo, de maneira que grandes quantidades deveriam ser consumidas para
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atingir niveis 6timos deste micronutriente em seres humanos (Thomson
et al., 2008).

0 0
_Se
HsC OH HSe OH
NH, NH,
L-Selenometionina L-Selenocisteina

Figura 2. Formas orgénicas de selénio obtidas através da alimentagdo.

A concentragdo de selénio nos alimentos dependera da regido
geografica e do nivel e disponibilidade do selénio encontrado no solo
onde foram cultivados (Ferreira et al., 2002). Castilho (2016), ao avaliar
os niveis de selénio em diversas amostras de solo coletadas em doze
estados brasileiros, encontrou concentragdes de selénio mais elevadas nos
solos provenientes da regido Norte e mais escassas nos solos da regido
Sul. Adicionadas a estas informagdes, Maihara ¢ colaboradores (2004)
perceberam que no estado de Sdo Paulo por exemplo, criancas, adultos e
idosos ndo atingiam os valores de ingestao dietética recomendada (RDA)
de selénio, que ¢ de 55 pg/dia. A RDA ¢€ o nivel de ingestdo dietética
diaria suficiente para atender as necessidades de um nutriente de
praticamente todos (97% a 98%) os individuos saudaveis de um
determinado grupo de mesmo género e estagio de vida.

De um lado, a deficiéncia de selénio esta associada a doenga de
Keshan, uma cardiomiopatia (Chen, 2012), e a doenga de Kashin-Beck,
uma doenga osteoarticular (Sokoloff, 1988). Por outro lado, tal como
acontece com o ferro, a funcionalidade do selénio acontece em forma de
"U", ao passo que, tanto baixos quanto altos niveis podem ser prejudiciais
a saude. Diferente de muitos outros micronutrientes, o selénio possui uma
faixa estreita entre os niveis de deficiéncia e toxicidade (Ferguson et al.,
2012; Reich e Hondal, 2016). Alguns pesquisadores sugerem que o0s
sintomas mais toxicos ocorrem com ingestdes que variam de
aproximadamente 3 a 7 mg/dia, e os sintomas moderados, com cerca de
1,3 mg/dia. Esse ultimo valor relaciona-se a uma concentracao de selénio
no sangue de 1350 pg/L (Institute of Medicine, 2000; Navarro-Alarcon e
Cabrera-Vique, 2008).
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Ambas as formas orgénica e inorganica sdo igualmente toxicas
em casos de ingestdo excessiva cronica. Entretanto, € importante
conhecer a forma do selénio ingerido porque o selénio inorgénico causa
toxicidade em concentragdes muito inferiores a SeMet, que ¢ organica
(Institute of Medicine, 2000; Prabhu e Lei, 2016). Sendo assim, ressalta-
se a importancia do limite superior toleravel de ingestdo (UL), que € o
valor mais alto de ingestdo didria continuada de um nutriente, que
aparentemente nao oferece risco de efeito adverso a satide para a maioria
dos individuos em um determinado estagio de vida ou género. O UL ndo
¢ um nivel de ingestdo recomendado, mas foi estabelecido a partir do
crescimento da pratica de fortificagdo de alimentos e do uso de
suplementos alimentares. Atualmente, os valores indicados pelo UL para
o selénio sdo de 400 pg ao dia (Institute of Medicine, 2000; Monsen,
2000; Cozzolino, 2009).

1.2.3. O papel antioxidante do selénio

Dentre as varias fungdes deste mineral no organismo, talvez uma
das mais estudadas seja a de aumentar as defesas antioxidantes (Tinggi,
2008). De maneira geral, os antioxidantes sdo substancias que atuam na
prevencdo ou reducao dos danos celulares, por impedir ou neutralizar as
ERO, e com isso, auxiliar no estado redox celular (Chan et al., 2016).

Esta capacidade de atenuar o estresse oxidativo ocorre através de
selenoproteinas que funcionam como antioxidantes e incluem as familias
das GPx e TrxR, as quais possuem uma SeCis em seu sitio ativo,
tornando-as adequadas para reacdes de oxido-reducao (Mattmiller et al.,
2013). A GPx reduz peroxido de hidrogénio (H,0,), lipoperdxidos e
outros hidroperoxidos organicos (ROOH) a compostos hidroxilados,
utilizando GSH como doador de hidrogénio. Subsequente a esta reagdo, a
glutationa redutase (GR) catalisa a redug@o da glutationa oxidada (GSSG)
de volta a GSH, utilizando elétron NADPH (Figura 3) (Huang et al.,
2012).

R-OOH + 2GSH —CSPX__, R.OH + H,0+ GSSG
|
l .
GSSG + H + NADPH ————ore e 2GSH + NADP*

Figura 3. Reagdo geral do mecanismo antioxidante da glutationa peroxidase
(GPx). Adaptado de Mattmiller et al., 2013. GPx: glutationa peroxidase.
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A atividade da GPx dependera do teor de selénio obtido a partir
da dieta e esta positivamente correlacionada com a ingestdo de selénio
(Bermingham et al., 2014). Por esse motivo, a atividade da GPx no sangue
¢ um indicador amplamente utilizado para avaliar o estado nutricional
relativo ao selénio e o status antioxidante, bem como um parametro para
avaliar a resposta a sua administracdo terapé€utica (Ibrahim et al., 2015;
Meplan, 2015). Uma vez que o estresse oxidativo tem parte na
fisiopatologia de muitas doengas, os efeitos antioxidantes mediados pelo
selénio auxiliam na preveng¢do e/ou reducdo dos danos causados por esta
condi¢ao (Valko et al, 2006).

1.2.4. O papel do selénio na estabilidade gendmica

As ERO, tais como o radical superoxido (O,¢), H,O, e radical
hidroxila (OH¢) atacam as bases nitrogenadas do DNA resultando em
potencial erro de transcrigdo de sequéncia de DNA. Nas células, existem
vias de reparo de DNA que evitam a permanéncia destes danos e ajudam
a manter a estabilidade do genoma, auxiliando na prevencdo do cancer
(Cooke et al., 2005).

Muitos componentes alimentares, tais como flavonoides e
isotiocianatos, vitaminas C e E, e minerais como o selénio auxiliam na
neutralizagdo das ERO e estimulam as vias de reparo de dano oxidativo
ao genoma. Assim, uma deficiéncia destes microconstituintes dietéticos
poderia prejudicar as vias de reparo de DNA (Friso e Choi, 2005;
Ferguson et al., 2015). Além disso, os estudos propdem que a redugdo dos
danos ao DNA juntamente com um aumento na sua capacidade de reparo
pode ser alcangada através dos alimentos como um todo, e ndo somente
por meio de micronutrientes e fitoquimicos isolados (Slyskova et al,
2014).

Revisando o papel do selénio na manutencdo da estabilidade
genomica, Ferguson et al. (2012), descreveram que o uso moderado de
certos compostos de selénio em testes experimentais com tecidos em
meios de cultura ou em dietas de animais e seres humanos pode proteger
contra a formacao de adutos de DNA, quebras cromossdmicas ou de DNA
e contra o ganho ou perda de cromossomos. Além destes, podem haver
efeitos gerais com impacto sobre a capacidade de reparo do DNA, como
por exemplo, causar modificagdes pos-traducionais, alterando a atividade
das enzimas de reparo. Varias glicosilases sdo reguladas por acetilacdo
e/ou fosforilacdo e alguns autores ja descreveram que o selénio altera a
atividade de histonas cinases e desacetilases (Zeng, 2002; Xiang et al.,
2008). Zeng e colaboradores (2003) demonstraram que o selénio
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fornecido a ratos sob a forma de brocolis enriquecido em selénio, pode
estimular a traducdo da GPx1 e a expressdo da Gadd45, uma proteina
envolvida na replicagdo e reparo de danos do DNA. A Figura 4 apresenta
os possiveis mecanismos pelas quais o selénio poderia auxiliar na
manutencao da estabilidade gendmica.

Selénio
(compostos organicos)

Sintese de
T selenoproteinas

(GPx, TrxR, etc)

Espécies reativas
de oxigénio

Capacidade de
J' Dano ao DNA T reparo do DNA

Figura 4. Mecanismos de ag¢do propostos para os efeitos inerentes ao selénio na
capacidade de reducdo dos danos ao DNA. Adaptada de Bera et al., 2013 e Jung
et al., 2013. GPx: glutationa peroxidase. TrxR: tiorredoxina redutase. Gadd45:
proteina induzida por dano ao DNA e parada de crescimento. PCNA: antigeno
nuclear da proliferacdo celular. APE1: endonuclease apurinica 1.

Uma outra proteina envolvida no processo de reparo do DNA ¢
a histona H2AX, que quando fosforilada, exerce um papel fundamental
no recrutamento de outras proteinas que atuam no reparo de quebras da
dupla fita de DNA (Bassing et al., 2002; Celeste et al., 2002; Celeste et
al., 2003) e, quando esta proteina ¢é reduzida, o processo de reparo pode
decair significativamente. Jerome-Morais e colaboradores (2013)
demonstraram que o selénio pode aumentar a fosforilagdo da histona
H2AX, funcionando como um arcabougo para o recrutamento de enzimas
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de reparo do DNA (Lowndes e Toh, 2005; Thiriet e Hayes, 2005).
Consequentemente, existem fortes argumentos para aumentar a ingestao

de selénio e interesses em alimentos que contenham quantidades elevadas
deste mineral (Vonderheide et al., 2002).

1.2.5. Selénio e diabetes mellitus tipo 2

A relagdo que o selénio possui com as doengas cronicas se deve
a sua participagdo na estrutura das selenoproteinas. Como abordado
anteriormente, a GPx tem o papel de reduzir H,O, em agua e oxigénio.
Neste contexto, o selénio pode exercer grande influéncia sobre o binomio
saude e doenga. Assim, o sistema antioxidante esta diretamente ligado aos
fatores ambientais e a ingestdo de nutrientes e minerais como o selénio
(Roberts e Sindhu, 2009).

O potencial das selenoproteinas em proteger contra o estresse
oxidativo levou a expectativa de que o selénio poderia proteger contra o
DM2, e de fato num estudo da década de 1990, o selénio mostrou ter
efeitos antidiabéticos e insulino-miméticos (Becker at al., 1996).
Entretanto, ¢ preciso ter imparcialidade ao discutir o estado nutricional
relativo ao selénio e o risco para o desenvolvimento de DM2.

Mueller et al. (2009) em uma revisao sobre selénio e diabetes,
discutiram varios estudos que apontam efeitos adversos do elevado status
de selénio ou do seu uso permanente na forma de suplementos, no
diabetes e na sindrome metabolica. Estudos realizados com a populacdo
europeia também apresentaram resultados conflitantes, mostrando tanto
efeitos adversos quanto benéficos do selénio em relagio ao DM?2
(Kornhauser et al., 2008; Akbaraly et al., 2010; Stranges et al., 2010).

Uma meta-analise conduzida por Mao et al. (2014) concluiu que
a aplicacdo rotineira de suplementagao de selénio para prevencdo de DM2
entre participantes caucasianos ndo € sustentada. Outro estudo observou
que a suplementacdo de selénio ndo foi capaz de prevenir o DM?2
(Stranges et al., 2007). Curiosamente, Rayman et al. (2012) viram que
adultos mais velhos com um status de selénio relativamente baixo ndo
apresentaram efeitos diabetogénicos apds uma suplementagdo durante
seis meses com 100, 200 ou 300 pg de selénio/dia. Varios fatores
importantes, como o status de selénio dos participantes, dosagem de
selénio, etnia e duracdo do estudo podem afetar as associagdes entre
suplementacao de selénio e marcadores do metabolismo da insulina.

Embora estudos anteriores tenham observado que a
suplementacdo de selénio ndo estd associada a menor risco de DM2,
dados mais recentes acerca deste tema foram notados por Tabrizi et al.
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(2017). Os autores conduziram uma revisao sistematica e meta-analise de
ensaios  clinicos  randomizados para resumir o  efeito
da administracdo de selénio no metabolismo da glicose e nos perfis
lipidicos em pacientes com doencas relacionadas a sindrome metabolica,
como por exemplo, a DM2. Os resultados dos cinco estudos incluidos
neste trabalho, sendo trés destes com DM2, mostraram que a
suplementacao de selénio reduziu significativamente os niveis de insulina
e o indice de verificacdo quantitativa da sensibilidade a insulina
(QUICKI). Por outro lado, a suplementacao de selénio ndo teve efeitos
benéficos em outros parametros da homeostase de glicose, como glicemia
de jejum, avaliagdo do modelo de homeostase de resisténcia a insulina
(HOMA IR) e marcadores do perfil lipidico, como triglicerideos (TG),
colesterol total (CT), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de alta densidade
(HDL).

1.2.6. Castanha-do-Brasil: a melhor fonte dietética de selénio

Até o momento, a melhor fonte alimentar vegetal de selénio ¢ a
castanha-do-Brasil, apresentando concentracdes médias relatadas na
literatura que variam de 8 a 83 pg de selénio por grama de castanha
(Chang et al., 1995; Vonderheide et al., 2002; Kannamkumarath et al.,
2002; Bodo et al., 2003; Dumont et al., 2006; Ros, 2009).

A castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa, H.B.K., familia
Lecythidaceae) ¢ uma planta nativa da regido Amazonica, reconhecida
pelo seu alto valor nutricional devido ao seu alto contetdo de lipidios,
cerca de 50 a 70%, além de conter proteinas (10 a 20%) e carboidratos
(10 a20%) (Elias e Bressani, 1961; Gongalves et al., 2009). Esta semente
também ¢ rica em outros compostos bioativos tais como acidos graxos
essenciais (principalmente os acidos oleico e linoleico), aminoacidos
contendo enxofre (em particular a metionina e cisteina), vitaminas (A, E
e folato), fibras, compostos fenolicos e minerais, tais como zinco, potassio
e especialmente, o selénio. A castanha-do-Brasil ¢ capaz de promover
diversos beneficios a satide humana, apresentando inclusive propriedades
anticancerigenas (Ip e Lisk, 1994). Este efeito parece estar relacionado ao
elevado contetido de selénio, principalmente presente sob a forma de
SeMet, que ¢ uma espécie de selénio altamente biodisponivel
(Kannamkumarath et al., 2002).

Thomson e colaboradores (2008) realizaram um estudo para
avaliar a eficacia da castanha-do-Brasil em aumentar o status de selénio
em comparagdo com um suplemento de selénio (SeMet) na dose de 100
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ng, em adultos deficientes deste micronutriente. Ao final de 12 semanas
de tratamento, o consumo de duas castanhas-do-Brasil por dia, contendo
em meédia 26 pg de selénio cada, foi tdo eficaz em aumentar o status de
selénio e a atividade da GPx quanto a suplementacdo com 100 pg de
SeMet ao dia. O estudo ainda sugere que o selénio encontrado na castanha
pode apresentar uma melhor biodisponibilidade do que o suplemento de
SeMet em si, uma vez que a atividade da GPx no sangue foi maior no
grupo que consumiu a castanha em comparagdo com O grupo
suplementado com SeMet (Thomson et al., 2008).

Maranhdo et al. (2011) sugeriram que a ingestdo em curto prazo
(16 semanas) da castanha-do-Brasil por um grupo de adolescentes obesas
influencia positivamente o perfil lipidico e a fun¢@o microvascular,
possivelmente devido aos altos niveis de substincias bioativas e acidos
graxos insaturados. Dados semelhantes também foram demonstrados por
Cominetti e colaboradores (2012), em que o consumo de uma castanha
do Brasil (290 pg de selénio) ao dia durante oito semanas, por mulheres
obesas, além da eficacia em aumentar o status de selénio, melhorou a
atividade da GPx e reduziu o risco aterogénico, avaliado através do perfil
lipidico, especialmente os niveis de HDL, que foram aumentados.

Os compostos bioativos encontrados em outras sementes
oleaginosas (Kocygit et al., 2006) e seus efeitos sobre o controle
glicémico (Kendall et al., 2010), a inflamagdo e a funcdo endotelial (Ros
et al., 2004; Ros, 2009) também j& foram descritos. O consumo de
améndoas, por exemplo, foi capaz de reduzir os niveis de glicemia e
insulina pds-prandial, além de diminuir o dano oxidativo em individuos
saudaveis, apos realizarem refei¢des ricas em carboidratos (Jenkins et al.,
2006).

1.3. Justificativa

Estudos epidemioldgicos indicam que a incidéncia do DM2 e
pré-diabetes pode ser reduzida através de mudancas no estilo de vida,
como o ndo-tabagismo, a pratica de atividade fisica, a reeducacdo
alimentar e a perda de peso (Hu et al., 2001; Laaksonen et al., 2010). Estes
estudos dao respaldo a importancia das influéncias ambientais na
patogénese da DM2.

A ingestdo de micronutrientes a partir de fontes alimentares ¢
preferivel as praticas de suplementacdo alternativas quando o objetivo ¢é
melhorar o estado nutricional de uma populagdo, pois os alimentos
apresentam baixo custo, sdo sustentaveis e tém menor risco de toxicidade
(Finley, 2005). Dado o custo relativamente baixo, a alta
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biodisponibilidade, e 0 aumento da popularidade da castanha-do-Brasil, a
inclusdo deste alimento rico em selénio na dieta parece ser uma opgao
adequada para melhorar o status de selénio em humanos. Uma simples
recomendagdo de satde publica para incluir apenas 1 castanha-do-Brasil
na dieta evita a necessidade de fortificagdo de alimentos ou o uso de
suplementos de alto custo com o intuito de melhorar os niveis séricos de
selénio (Thomson et al., 2008).

Em contrapartida, a epidemia do DM2, juntamente com os seus
elevados custos humanos e econdmicos, nao esta mostrando sinais de
reducdo e, portanto, novas abordagens sdo urgentemente necessarias para
prevenir e retardar a progressdo e limitar as consequéncias desta doenga.
Até o momento, ndo existem estudos que relatam os efeitos da ingestdo
de castanha-do-Brasil sobre o estresse oxidativo e instabilidade genomica
de individuos diagnosticados com DM2. No entanto, os efeitos desta
semente ja descritos na literatura mostraram-se benéficos em outras
doencas. Com base na literatura apresentada, que confirma a existéncia
de um grande descontrole metabdlico, além de uma instabilidade
genomica nos individuos diagnosticados com DM2 e, devido ao fato da
utilizagdo de nutrientes através de fontes alimentares apresentar uma
melhor biodisponibilidade dos mesmos, o objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos da ingestdo de selénio através da castanha-do-Brasil
sobre a modulacao de parametros bioquimicos e genéticos em individuos
com DM2.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos da ingestdo de selénio através do consumo
de castanha-do-Brasil sobre a modulagdo de parametros bioquimicos e
genéticos em individuos com DM2.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar o estado nutricional relativo ao selénio antes e
depois da ingestdo de castanha-do-Brasil em soro de individuos com
DM2;

2. Avaliar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha-do-Brasil sobre os perfis glicémico, lipidico, inflamatorio,
hepatico, renal em individuos com DM2;

3. Investigar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha-do-Brasil sobre indicadores da producdo de oxidantes em
plasma de individuos com DM2;

4. Investigar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha-do-Brasil sobre as defesas antioxidantes em plasma de
individuos com DM2;

5. Investigar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha-do-Brasil sobre marcadores de dano oxidativo a
macromoléculas em plasma de individuos com DM2;

6. Analisar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha-do-Brasil sobre os danos ao DNA em sangue de individuos com
DM2;

7. Analisar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha-do-Brasil sobre o numero de micronticleos (MN) em células
esfoliadas da mucosa bucal de individuos com DM2;

8. Verificar se existe associagdo entre os niveis séricos de
selénio versus perfil glicémico, produ¢do de ERO e ERN, dano oxidativo
a macromoléculas, defesas antioxidantes, danos ao DNA e nimero de
micronucleos em individuos com DM2.
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3. CASUISTICA E METODOS
3.1. Casuistica
3.1.1. Classificacdo e local de realizagdo da pesquisa

Este estudo classifica-se como do tipo experimental, com
abordagem quantitativa e de corte longitudinal.

Este trabalho foi realizado nas instalacdes das Clinicas Integradas
da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), uma das
estruturas da Unidade Académica de Ciéncias da Saude (UNASAU), e no
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular (LABIM), um dos
laboratorios do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude
(PPGCS) da UNESC, em colaboragdo com o Departamento de Saude
Ambiental do Instituto Nacional de Satide Dr. Ricardo Jorge (Porto,
Portugal) e Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do Exercicio, do
PPGCS da UNESC.

3.1.2. Consideragdes éticas

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
UNESC, de acordo a Resolucao n® 466 de 2012 do Conselho Nacional de
Satde, sendo aprovado sob o parecer numero 1.086.099 (Anexo I). Todos
os individuos deste estudo tiveram sua participagdo de maneira
voluntaria, com prévia autorizagdo dos mesmos e da UNESC, antes de
serem incluidos na pesquisa. Além disso, foi garantido o sigilo dos dados
dos participantes.

3.1.3. Calculo da amostra

O calculo do tamanho minimo da amostra foi realizado por meio
do software WinPEPI
(http://www.brixtonhealth.com/pepi4windows.html) (Abramson, 2011).
Para o calculo do tamanho minimo da amostra utilizou-se um nivel de
significancia a = 0,05 e poder de 0,80. Li e colaboradores (2007)
encontraram uma redugdo no dano do DNA de 5,2 + 10,07%, dados estes,
que foram também utilizados como insumos para o calculo do tamanho
minimo da amostra, que resultou em 64 observacgdes, ou seja, 32 antes e
32 depois do consumo de castanha-do-Brasil. Considerando uma perda
amostral de 50% das observagdes, o numero total de observacdes
necessario neste estudo foi de no minimo 96, ou seja, 48 antes e 48 depois.
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Contudo, este estudo alcangou 148 observagoes, isto &, 74 antes ¢ 74
depois do consumo de castanha-do-Brasil.

3.1.4. Critérios de inclusado

Foram incluidos neste estudo pacientes diagnosticados com DM2
ha pelo menos cinco anos, de ambos os sexos, inscritos nos projetos de
extensdo do Servigo de Enfermagem das Clinicas Integradas da UNESC,
com sobrepeso ou obesidade e peso estavel nos ultimos seis meses, sem
intengdo de mudanca de habitos de vida, sem uso de suplementos
alimentares, sem consumo regular de castanha-do-Brasil, ndo alérgicos as
oleaginosas, ndo fumantes, com idade entre 45 e 80 anos, e que aceitaram
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo II), o qual
descreve informacdes sobre o projeto, de acordo com a Resolugdo CNS
n° 466 de 2012.

3.1.5. Critérios de exclusido

Foram excluidos desta pesquisa os pacientes que interromperam
o tratamento proposto por este estudo, que iniciaram outro tratamento
paralelo ao proposto pelo estudo, e que apresentaram alguma
complicagdo microvascular e/ou macrovascular durante o periodo
experimental.

3.1.6. Populacdo estudada

Esta pesquisa foi realizada com individuos com diagnostico de
DM2 ha pelo menos cinco anos, voluntarios, de ambos os sexos, com
idade entre 45 e 80 anos, inscritos nos projetos de extensdo do Servico de
Enfermagem das Clinicas Integradas da UNASAU da UNESC. Os
participantes foram recrutados a partir do acesso aos prontuarios
armazenados nas Clinicas Integradas, para a detec¢do de diagnostico de
DM2 ha pelo menos cinco anos e acesso aos contatos pessoais dos
participantes para agendamento da explicacdo detalhada do estudo e
procedimentos da pesquisa.

O primeiro contato com os individuos pré-selecionados foi
necessario para verificar se os mesmos preenchiam os critérios de
inclusdo. Tais critérios elegeram 133 pacientes que, apos serem
informados do proposito do presente estudo, dos procedimentos da
pesquisa, de todos os seus direitos, riscos e beneficios e da participacao
ndo obrigatoria foram convidados a participar desta pesquisa. Todos os
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133 individuos deram seu consentimento por escrito, sendo entdo
contatados posteriormente por telefone, para agendamento da primeira
coleta de amostra dos materiais bioldgicos e entrega das castanhas.

Todos os participantes apresentavam peso corporal estavel,
habitos alimentares e niveis de atividade fisica constantes por no minimo
quatro semanas que antecederam o inicio do estudo. Todos os tratamentos
adotados anteriormente ao estudo pelos participantes foram mantidos e
inalterados, e todos os participantes usavam diariamente insulina,
metformina e estatina.

Ao término da segunda coleta de sangue foram contabilizados 74
participantes que compareceram as duas coletas, fizeram o consumo
corretamente, € ndo apresentaram nenhuma alteracdo de satide nesse
periodo (Figura 5).

Procedimentos éticos

v
133 pacientes com DM2

foram selecionados e deram g
seu consentimento por escrito

06 pacientes ndo compareceram
na primeira coleta de amostras

v

127 pacientes compareceram > 20 pacientes ndo compareceram

na primeira coleta de amostras na segunda coleta de amostras
v

107 pacientes compareceram > Os dados de 33 pacientes

na segunda coleta de amostras néo foram adequados para analise

v

Os dados de 74 pacientes foram
analisados

Figura 5. Fluxograma geral da populagdo estudada.
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3.1.7. Protocolo experimental

O estudo contou com duas etapas (Figura 6), entre as quais houve
o consumo diario de uma castanha-do-Brasil por um periodo de seis
meses (Rita Cardoso et al., 2016).

! 1 CASTANHA-DO-BRASIL ao dia
Antes do consumo 6 meses Depois do consumo

v v

Avaliagdo antropométrica Avaliagdo antropométrica
Coleta de células esfoliadas Coleta de células esfoliadas
da mucosa bucal da mucosa bucal
Coleta de sangue Coleta de sangue

Figura 6. Protocolo experimental.

Em cada etapa, sendo a primeira imediatamente antes do inicio
do consumo da castanha-do-Brasil, e a segunda, imediatamente apos o
término dos seis meses de consumo das castatnhas, foram realizadas
avaliacdo antropométrica e coleta de amostras de sangue e de células
esfoliadas da mucosa bucal.

A cada 30 dias, os pesquisadores forneciam a cada participante
30 castanhas, juntamente com as informacgdes nutricionais, as orientacdes
e um calendario para controle do consumo. As castanhas foram entregues
em embalagens de plastico, contendo uma castanha por embalagem.

As castanhas-do-Brasil utilizadas no estudo eram organicas,
originarias de Itacoatiara, no Amazonas, e foram em parte cedidas e em
parte adquiridas do Instituto Excelsa. Os dados relacionados a
composicao centesimal e a concentragdo de selénio desta castanha estdo
apresentados na Tabela 1. O peso médio de cada castanha foi de 3,7 g,
portanto cada unidade forneceu em torno de 213,7 pug de selénio.
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Tabela 1. Composicdo centesimal e concentragdo de selénio das castanhas-do-
Brasil utilizadas no estudo

Nutriente Média + DP
Energia, kCal 714,79 + 31,56
Carboidratos, g 10,89 £ 5,54
Proteinas, g 16,27 £ 0,07
Lipidios, g 67,35+ 5,88
Umidade, % 2,42 +£0,05
Cinzas, % 3,07+ 1,07
Selénio, pg/g 57,75 £ 5,96

DP: desvio padrdo. Fonte: Cardoso, 2014.

Periodicamente o0s pesquisadores entravam em contato
pessoalmente ou por telefone com o intuito de verificar a adesdo ao
consumo. Todos os participantes foram orientados a devolver as
castanhas ndo com sumidas, e a adesdo foi considerada quando houve um
consumo minimo de 85% das castanhas. Todos os participantes foram
orientados para que ndo houvesse alteragdes no padrao alimentar e uso de
novos suplementos e/ou medicamentos durante o periodo de estudo.
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3.2. Métodos

A Figura 7 apresenta o esquema das andlises que foram
realizadas nesta pesquisa.

74 pacientes

! 1 CASTANHA-DO-BRASIL ao dia

Antes do consumo 6 meses Depois do consumo
v v
L . Peso L .
Avaliagdo antropométrica - > Estatura L Avaliagdo antropométrica

Circunferéncia abdominal

Coleta de células esfoliadas N Coleta de células esfoliadas
------ > Teste de microndcleo €
da mucosa bucal da mucosa bucal

Selénio sérico
...... Perfil glicémico
Coleta de sangue > perfillipidico < Coleta de sangue
Perfil inflamatério
Perfil hepético
Perfil renal
Ensaio Cometa
DCF
Nitritos
MDA
Tiéis totais
Grupamentos carbonila
GSH, GPx e CAT

Figura 7. Resumo das analises realizadas neste estudo.

3.2.1. Avalia¢do antropométrica

A altura e o peso corporal foram mensurados utilizando-se uma
balanca digital com estadiometro (Welmy®, modelo W200/5). O indice
de massa corporal (IMC) foi calculado através da divisdo do peso em kg
pela altura em metros elevada ao quadrado, e o resultado expresso em
kg/mz.

Os dados da circunferéncia abdominal foram coletados no maior
perimetro abdominal (entre o rebordo costal inferior e a crista iliaca),
utilizando-se uma fita métrica. Conforme recomendag¢des da Organizagdo
Mundial da Saude (OMS), solicitou-se ao paciente que ficasse em posigao
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supina, fizesse uma inspiracdo profunda e, ao final da expiracdo, foi
coletada a medida, expressa em cm.

3.2.2. Coleta, transporte, processamento e armazenamento das
amostras biologicas

Nas duas fases do estudo, as coletas dos materiais bioldgicos
foram realizadas nas dependéncias das Clinicas Integradas da UNASAU
da UNESC.

A coleta do sangue foi feita através de puncdo venosa periférica
(membros superiores, 30 mL/ individuo), apés 12 h de jejum. Foram
utilizadas seringas plasticas descartaveis e agulhas de aco inoxidavel,
estéreis e descartaveis. Devido as diversas dosagens que foram feitas, o
sangue foi coletado em tubos especificos para coleta a vicuo, como segue:
tubo contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), tubo contendo
heparina so6dica, tubo seco livre de metais e, tubo sem aditivos. O sangue
foi imediatamente armazenado a 4°C e transportado para o LABIM
(UNESC).

Os tubos de coleta a vacuo sem aditivos e contendo EDTA foram
encaminhados para um laboratdrio de analises clinicas terceirizado para
avaliacdo dos perfis glicémico, lipidico, hepatico, renal, tireoidiano e
inflamatorio.

As amostras de sangue dos tubos de coleta a vacuo livre de metais
foram centrifugadas a 3000 x g durante 10 min. Apos a centrifugagao, o
soro foi fracionado em dois microtubos contendo 1,5 mL de soro cada e,
congelados a -80°C. Ao final das duas fases do estudo, o soro foi enviado
para um laboratorio terceirizado para quantificacdo dos niveis de selénio.

As amostras de sangue coletadas em tubos contendo heparina
sodica foram utilizadas para obtencdo de sangue total e plasma.
Inicialmente, uma pequena parte destas amostras de sangue (500 pL)
foram criopreservadas para posterior realizacdo do ensaio cometa. Para a
criopreservagdo, adicionou-se uma quantidade igual de 1:4 (v/v) de
DMSO e RPMI 1640 as amostras de sangue. Esta mistura de sangue com
solu¢do de congelamento foi entdo armazenada em aliquotas de 200 pL
cada, a -80°C. Ao final das coletas de sangue, as amostras foram
exportadas por uma empresa especializada, para o Departamento de
Satide Ambiental, do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge,
situado na cidade do Porto (Portugal) e mantiveram-se armazenadas a -
80°C até o momento do uso. Apos separar as aliquotas de 500 pL para o
procedimento supracitado, o sangue coletado nos tubos heparinizados foi
levado a centrifugagdo a 3000 x g por 10 min, a 4°C. Apods a



54

centrifugagdo, o plasma foi fracionado em dois microtubos contendo 1
mL de plasma cada e, congelados a -80°C para posterior analise dos
parametros de estresse oxidativo.

A coleta das células esfoliadas da mucosa bucal foi realizada por
meio de uma escova citologica (Cytobrush®) retirando-se a amostra do
epitélio bucal direito e esquerdo, apds um enxague bucal realizado com
agua, com a funcdo de retirar material bruto que poderia dificultar no
momento da andlise microscopica. As células coletadas foram
depositadas em tubos conicos de 15 mL contendo solugdo fixadora
Saccomanno (etanol 50% (v/v) e polietileno-glicol 2% (v/v) diluidos em
agua destilada) e transportadas at¢ o LABIM, onde foram processadas no
mesmo dia da coleta conforme descrito previamente por (Thomas et al.,
2009).

3.2.3. Determinacao das concentragoes séricas de selénio

Os niveis séricos de selénio foram quantificados através de
espectrofotometria de absorcdo atdomica com forno de grafite (com
correcdo de Zeeman), como descrito anteriormente por Jacobson e
Lockitch (1988).

3.2.4. Analises bioquimicas

As concentracdes séricas de glicose, insulina, HbAlc, CT, HDL,
TG, aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-
glutamiltransferase (GGT), creatinina, uréia e homocisteina foram
avaliadas imediatamente ap6s a coleta das amostras de sangue dos
participantes do estudo. As concentragdes séricas de proteina C reativa
ultrassensivel (PCR-us) foram avaliadas por um laboratorio de suporte
em até 24 h apods a realizacdo da coleta das amostras de sangue. As
analises foram realizadas antes do consumo ¢ ao final da intervengao, em
parceria com um laboratdrio de analises clinicas de Criciuma (SC, Brasil).

A porcentagem de HbAlc foi analisada a partir das amostras de
sangue com EDTA, por cromatografia liquida de alta resolu¢do (HPLC).
A glicemia de jejum (mg/dL), AST (U/L), ALT (U/L) e uréia (mg/dL)
foram quantificadas pelo método enzimatico. As concentragoes de CT
(mg/dL) e TG (mg/dL) foram mensurados pelo método enzimatico
colorimétrico. As concentragdes de HDL (mg/dL) foram quantificadas
pelo método enzimatico fotométrico. Os niveis de creatinina (mg/dL) e
GGT (U/L) foram determinados pelo método cinético. As concentracdes
de insulina (uUI/mL) foram determinadas por quimioluminescéncia. Os
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niveis de homocisteina (umol/L) foram mensurados por imunoensaio
quimioluminescente de microparticulas. Por ultimo, a PCR-us (mg/L) foi
quantificada por imunoturbidimetria.

A partir dos valores obtidos de glicemia de jejum e insulina
foram calculados os valores de HOMA IR, que avalia a resisténcia
insulinica, conforme a férmula a seguir: (insulina de jejum, pUI/mL x
glicemia de jejum, mmol/L) / 22,5. Além disso, foram calculados os
valores de HOMA [ para a avaliacdo da funcdo das células beta
pancreaticas, conforme a formula a seguir: (20 x insulina de jejum,
pUI/mL) / (glicemia de jejum, mmol/L — 3,5) (Matthews et al., 1985;
Geloneze et al., 2006). Por ultimo, também foram calculados os valores
do QUICKI, que avalia sensibilidade a insulina, conforme a féormula a
seguir: 1/ [log (insulina de jejum, pUI/mL) + log (glicemia de jejum,
mg/dL)] (Katz et al., 2000).

Os valores do LDL foram estimados a partir da formula de
Friedewald. A formula de Friedewald calcula o valor de LDL utilizando
os valores de CT, HDL e TG, conforme a formula a seguir: LDL = CT —
HDL — VLDL, onde: VLDL, mg/dL = TG, mg/dL / 5. O calculo do
colesterol ndo-HDL utiliza os valores de colesterol total e HDL, e é obtido
a partir da diferenca entre esses dois valores (Friedewald et al., 1972;
Contois et al., 2011). Utilizando-se dos valores de TG ¢ HDL, calculou-
se também a razdo TG/HDL, pela féormula: TG, mg/dL / HDL, mg/dL,
também denominada Indice de Castelli 1.

A filtragdo glomerular estimada foi calculada a partir do
clearance de creatinina baseada na férmula de Cockcroft-Gault = [(140 —
idade) x peso] / (72 x creatinina sérica, mg/dL), expresso ml/min/1 ,73m’.
Para mulheres, multiplica-se ainda o resultado final por 0,85 (Cockcroft
e Gault, 1976).

3.2.5. Indicadores da producdo de oxidantes

Niveis de 2'7'-diclorofluoresceina (DCF): a produgdo de
hidroperoxidos no plasma foi determinada pela formacdo intracelular de
DCF, a partir da oxidagdo do diacetato de 2’,7’-diclorofluoresceina
(H,DCF-DA) por ERO, de acordo com o método descrito anteriormente
por Dong et al. (2010), com algumas modificacdes. Os resultados foram
expressos em U fluorescéncia/mg proteina.

Conteudo de nitritos: a produgdo de oxido nitrico (NO) foi
avaliada espectrofotometricamente através do metabolito estavel nitrito
(Chae et al., 2004). Para mensurar o contetido de nitrito, as amostras de
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plasma foram incubadas com reagente Griess (sulfanilamida 1% e N-(1-
naftil)-etilenodiamina 0,1%) em temperatura ambiente por 10 min, e a
absorbancia foi medida a 540 nm. O contetdo de nitritos foi calculado
com base numa curva padrdo de 0 a 100 nM realizada com o metabolito
nitrito de sodio (NaNO,). Os resultados foram expressos em pmol nitrito/
mg proteina.

3.2.6. Marcadores de dano oxidativo a proteinas e lipidios

Conteudo de tiois totais.: a oxidagdo dos tidis livres da amostra
leva a formacdo de pontes dissulfeto. O éacido 5,5’-ditiobis(2-
nitrobenzodico) (DTNB), reagente de cor, ¢ reduzido pelos tidis ndo
oxidados, gerando um derivado amarelo, o acido 5-tio-2-nitrobenzoico
(TNB), lido espectrofotometricamente a 412 nm (¢ = 13600 M'lcm'l)
(Aksenov e Markesbery, 2001). Os resultados foram expressos em nmol
de TNB/ mg proteina.

Carbonilag¢do de proteinas: o dano oxidativo a proteinas foi
avaliado através da determinacdo de grupamentos carbonila. Neste
ensaio, os grupos carbonilas reagem com dinitrofenilhidrazina, levando a
formacao de hidrazonas correspondentes. O conteudo de grupamentos
carbonila foi determinado espectrofotometricamente a 370 nm, usando
um coeficiente de extingdo molar de dinitrofenilhidrazonas de 22000 M~
Lem' e expresso em nmol/ mg de proteina, como previamente descrito
por Levine et al., 1990.

Formagdo de malondialdeido (MDA): como indice de
lipoperoxidagdo foi quantificada a formagdo de MDA, mensurado por
HPLC (Proeminence Shimadzu, JP), em uma coluna Ascentis® C18 (250
x 2.1 mm, 5 um, Supelco Sigma-Aldrich), segundo (Grotto et al., 2007).

3.2.7. Defesas antioxidantes

Conteudo de GSH: os niveis de GSH foram determinados como
descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptagdes. GSH foi
mensurado apds precipitagdo de proteina com 1 mL de acido
tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampao de
fosfato 800 mM, pH 7,4 e DTNB 500 uM. O desenvolvimento de cor
resultante a partir da reacdo entre o DTNB e tidis atingiu um maximo em
5 minutos e manteve-se estavel durante mais de 30 min. A absorbéncia
foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma curva padrdo de glutationa
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reduzida foi usado para calcular os niveis de GSH nas amostras.

Atividade da GPx: a atividade da GPx foi analisada a partir da
taxa de decaimento do NADPH. A determinacdo foi realizada em
espectrofotdmetro a 340 nm, conforme Flohé e Giinzler (1984). Os
resultados foram calculados como U/ mg proteina, sendo que 1 U
corresponde a 1 pmol de peroxido transformado em agua por min.

Atividade da CAT: a atividade da CAT foi determinada pela taxa
de decaimento do peroxido de hidrogénio, analisada em
espectrofotdmetro a 240 nm, conforme descrito anteriormente por Aebi
(1984). Os resultados foram expressos em U/mg proteina.

3.2.8. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas a partir do plasma foi feita através do
método de Lowry et al. (1951), utilizando-se a albumina sérica bovina
como padrao.

3.2.9. Ensaio Cometa na versao alcalina

O Ensaio Cometa (Figura 8) na versdo alcalina foi realizado
como descrito previamente por Singh e colaboradores (Singh et al., 1988)
com algumas modifica¢des (Al-Salmani et al., 2011; Costa et al., 2008).
Resumidamente, utilizam-se nucleos embebidos numa camada fina de
agarose, que sdo distribuidos em 12 minigéis por ldmina. Todas as
proteinas celulares sdo removidas por lise celular. O DNA sofre
desnaturacdo em condicdes alcalinas e logo apos, ¢ aplicado um campo
elétrico (eletroforese) para permitir que os fragmentos de DNA migrem a
partir do ntcleo. Na sua versdo alcalina, o ensaio detecta quebras simples
e duplas, locais de reparagdo incompleta e sitios alcali-labeis (McKelvey-
Martin et al., 1993).

Antes do ensaio, as amostras de sangue total foram rapidamente
descongeladas em gelo (4°C). Os minigéis foram feitos a partir de uma
mistura de 5 pL de sangue com 300 pL de agarose de baixo ponto de
fusdo a 0,6% (Figura 8). Colocou-se entdo 10 pL de tal mistura (células
com agarose) em lamina de microscopio pré-revestida com agarose de
ponto de fusdo normal a 1%. As amostras foram analisadas em duplicata,
ou seja, foram feitos dois minigéis por individuo. Imediatamente ap6s o
preparo das laminas, as mesmas foram colocadas na geladeira por
aproximadamente 5 min, para solidificacdo dos minigéis. Apos este curto
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intervalo de tempo, as laminas foram imersas em solucdo de lise gelada,
preparada alguns minutos antes do uso (NaCl 2,5 M, Na,EDTA 100 mM,
Tris-base 10 mM, NaOH 0,25 M, pH 10, 1% Triton X-100), e
permaneceram durante pelo menos 1 h a 4°C no escuro. Apods este
periodo, as laminas foram submersas em solugdo de -eletroforese
(Na,EDTA 1 mM, NaOH 300 mM) durante 20 min a 4°C, para permitir
o desenovelamento do DNA. A eletroforese foi realizada durante 20 min
a 30V e 300 mA. Para a neutralizacdo, as laminas foram lavadas durante
10 min em PBS gelado e durante mais 10 min em agua destilada gelada.
As laminas foram entdo fixadas em etanol a 70% durante 15 min e em
etanol absoluto durante mais 15 min.
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Figura 8. Representacdo esquematica do ensaio cometa.
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As laminas secas foram coradas com SYBR® Gold (Invitrogen,
EUA) na diluicdo recomendada pelo fabricante, durante 20 min, em
banho com agitacdo. Ao final, foram enxaguadas duas vezes com agua
destilada e deixadas secar a temperatura ambiente. Um total de 100
células por individuo (50 células/minigel) foram analisadas usando o
sistema de analise de imagem semi-automatizado Comet Assay IV
(Perceptive Instruments, UK). As analises microscopicas foram feitas em
um microscopio de fluorescéncia (Eclipse E400, Nikon Instruments, JP),
com objetiva de 40X. O parametro utilizado para avaliar o dano ao DNA
foi a intensidade da fluorescéncia na cauda deslocada a partir do
nucleodide (tail intensity), formando uma espécie de cometa. Os valores
foram expressos como porcentagem de DNA na cauda.

3.2.10. Ensaio Cometa com tratamento enzimatico (FPG)

O Ensaio Cometa modificado foi realizado como descrito por
Azqueta e Collins (2013). Para a medi¢ao de purinas oxidadas, apos a lise,
as laminas foram lavadas 3 vezes (5 min a cada vez) com tampao gelado
(KCI1 0,1 M, Na,EDTA 0,5 mM, HEPES 40 mM, BSA 0,2 mg/mL, pH
8,0) e incubadas durante 30 min a 37°C com FPG (na diluicao
recomendada pelo fabricante) ou tampdo. As etapas seguintes foram
realizadas de acordo com a versao alcalina do Ensaio Cometa, descrita no
item anterior. A porcentagem de DNA na cauda do cometa foi o
parametro de dano do DNA avaliado para descrever a formacdo de
cometas. Os sitios sensiveis a FPG foram calculados através da diferenca
entre o valor obtido para a % de DNA na cauda dos nucleos tratados com
tampao e do valor obtido para a % de DNA na cauda dos ntcleos tratados
com FPG.

3.2.11. Teste de MN em células esfoliadas da mucosa bucal

O teste de MN foi realizado como descrito previamente por
Thomas et al. (2009). As células esfoliadas da mucosa bucal depositadas
em fixador Saccomanno foram centrifugadas trés vezes, a 580 x g por 10
min, desprezando-se o sobrenadante e completando o volume para 5 mL
com tampao mucosa, a cada ciclo de centrifugacdo. Este procedimento
ajuda a inativar DNAses enddgenas presentes na cavidade oral e a
remover bactérias e residuos celulares que poderiam prejudicar a
contagem. Apoés a ultima centrifugacdo, as células foram fixadas (etanol:
acido acético glacial, 3:1 v/v) por 10 min. Uma aliquota de 150 pL da
suspensdo celular foi transferida para ldminas de microscopio com uma
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pipeta Pasteur, a uma altura aproximada de 40 cm. Ao final, as laminas
foram deixadas secar ao ar livre, por no minimo 24 h. Antes da coloragao,
as laminas contendo as células fixadas foram imersas em etanol 50% (v/v)
e etanol 20% (v/v), durante 1 min cada, e lavadas com agua destilada
durante 2 min. A coloracdo das laminas foi baseada na metodologia de
Feulgen-Fast Green, que consistiu na utilizacdo do reagente de Schiff e
contra coloragdo com Fast-Green. Primeiramente, as laminas foram
colocadas em uma solugdo de HCl 5 M por 30 min a temperatura
ambiente, para hidrolisar as células. As laminas foram entdo lavadas com
agua destilada e coradas no reagente de Schiff por 2 h no escuro, a
temperatura ambiente e, em seguida, lavadas com agua destilada. Por
ultimo, as laminas foram coradas com Fast-Green a 0,1% (p/v) por 5 seg
e lavadas duas vezes em dgua destilada, durante 10 seg cada. Ao final, as
laminas foram fixadas em etanol absoluto, para posterior leitura.

Os biomarcadores de dano do DNA (numero total de
micronicleos ¢ brotos nucleares), defeitos citocinéticos (células
binucleadas), potencial proliferativo (células basais) e morte celular
(picnose, cariorrexia, caridlise e cromatina condensada) foram
classificados de acordo com Bolognesi et al. (2013). A contagem foi
realizada em microscopio optico (Eclipse E100, Nikon Instruments, JP) a
uma ampliagdo de 1000X. Para cada individuo foram analisadas 2000
células para contagem de micronticleos e brotos nucleares e, 1000 células
para os outros biomarcadores. Os resultados sdo apresentados como o
numero de biomarcadores por 1000 células (%o).

3.2.12.  Analise estatistica dos dados

Primeiramente foi realizada a analise descritiva das variaveis,
antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil. Os dados para
caracterizagdo da populacdo estudada foram expostos como mediana e
intervalo interquartil (25% — 75%) para melhor visualiza¢do dos pontos
de corte na qual os participantes estavam inseridos. Os dados referentes
as analises bioquimicas clinicas foram expostos como média + desvio
padrao (DP). Os dados referentes aos danos ao DNA e estresse oxidativo
foram expostos como média + erro padrao (EP).

Considerando o tamanho da populagdo estudada (n = 74), a
normalidade das varidveis foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov. As variaveis que possuiam distribuicdo normal foram
analisadas através de testes paramétricos e, portanto, para comparar os
dados antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil, foi aplicado o
teste ¢ pareado. J4 as variaveis que afastaram-se significativamente da
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normalidade foram analisadas através de testes ndo paramétricos. Neste
ultimo caso, para comparar as variaveis antes e depois do consumo de
castanha-do-Brasil, foi utilizado o teste de Wilcoxon.

Para verificar a possivel associacdo entre os niveis de selénio e
as variaveis referentes ao perfil glicémico, estresse oxidativo e danos ao
DNA, realizou-se o teste de correlacdo de Spearman, uma vez que os
dados destas variaveis afastaram-se significativamente da normalidade.

Todos os testes foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prism 6. As diferengas entre os grupos foram consideradas
significativas quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacido da populacio estudada

Ao total, 74 participantes completaram o ensaio clinico. Destes,
37 eram homens, com idade de 61,0 [IQ: 57,0 — 67,5] anos, IMC de 30,0
[1Q: 27,9 — 33,1] kg/m2 e circunferéncia abdominal de 106 [1Q: 102 —
113] cm. As outras 37 participantes eram mulheres, com idade de 66,0
[1Q: 59,0 — 70,0] anos, IMC de 32,9 [IQ: 29,5 — 35,9] kg/m2 e
circunferéncia abdominal de 105 [IQ: 98 — 116] cm (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas da populag@o estudada antes e depois do consumo de
castanha-do-Brasil

Antes do consumo Depois do consumo
Mediana [IQ 25 —75] Mediana [IQ 25 — 75]
37 (50%) -

Homens, n (%)

Idade, anos 61,0 [57,0 - 67,5] -

Peso, kg 92,0 [82,1 —100,3] 90,0 [83,5 -100,0]

IMC, kg/ m* 30,0 [27,9 — 33,1] 29,7 [28,1 — 33,1]

CA, cm 106 [102 — 113] 111 [104 — 114]**
Mulheres, n (%) 37 (50%) -

Idade, anos 66,0 [59,0 — 70,0] -

Peso, kg 78,0 [69,0 — 88,7] 78,0 [67,5 — 88,0]

IMC, kg/ m* 32,9[29,5 -35,9] 32,5[29,3 — 36,3]

CA, cm 105 [98 — 116] 109 [101 — 117]

IQ: intervalo interquartil.

IMC: indice de massa corporal.

CA: circunferéncia abdominal.

Os dados representam a frequéncia (porcentagem) e mediana [IQ].
** p <0,01, calculado pelo teste ¢ pareado.

Para melhor homogeneidade amostral, foram inclusos nesta
pesquisa somente individuos com excesso de peso, desta maneira, todos
apresentavam IMC > 27 kg/mz. Tanto em homens quanto em mulheres,
os dados de IMC obtidos depois do consumo da castanha ndo diferiram
do inicio do estudo. Por outro lado, ao final do ensaio clinico, os homens
tiveram a circunferéncia abdominal aumentada, quando comparada com
os valores obtidos no inicio do estudo (p = 0,009).
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4.2. Niveis de selénio ap6s o consumo da castanha-do-Brasil

Para comprovar a eficacia do consumo de castanha-do-Brasil
como fonte dietética de selénio, os niveis séricos deste mineral (ug/L)
foram avaliados antes e apds seis meses de consumo deste fruto
oleaginoso (Figura 9). Foram verificadas mudangas significativamente
positivas nas concentragdes séricas de selénio ao longo do ensaio clinico
(antes do consumo: 55,7 = 14,7; depois do consumo: 177,4 £ 47,1; p <
0,0001). No inicio do estudo, cinco participantes apresentavam nivel
sérico de selénio adequado, conforme a referéncia mais aceita (> 84 — 100
pug/L) (Thomson, 2004) e, apos os seis meses de consumo da castanha,
com excecdo de apenas dois participantes, todos os outros nao
apresentaram deficiéncia do mineral.

2507 [ Antes do consumo

& Depois do consumo
2004

Selénio
(Hg/L)

Figura 9. Concentragdo sérica de selénio (ng/L) antes e depois de seis meses de
consumo da castanha-do-Brasil por individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Os dados representam a média + desvio padrdo. *** p < 0,001, calculado pelo
teste de Wilcoxon.

4.3. Efeitos da ingestio de selénio sobre os perfis glicémico,
lipidico, inflamatdério, hepatico e renal

A manutencdo dos niveis séricos de selénio ndo foi acompanhada
de melhora na homeostase glicémica (Tabela 3). Foram observadas
mudangas significativas na glicemia e insulina de jejum. Tanto os niveis
de glicemia de jejum quando os niveis de insulina de jejum foram
aumentados significativamente apds seis meses de consumo da castanha
(p=0,023 e p= 0,006, respectivamente). Ao verificar os niveis de HbAlc,
ndo foi encontrada diferenca significativa entre o inicio e o término do
ensaio clinico.
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A partir dos valores obtidos de glicemia de jejum e insulina de
jejum, pode-se calcular os valores de HOMA § e HOMA IR, que avaliam
a fungao secretora das células [ e a resisténcia a insulina,
respectivamente. Os resultados calculados de HOMA B ¢ HOMA IR nao
foram diferentes entre as duas fases da pesquisa. Por ultimo, também foi
calculado o valor de QUICKI, que avalia a sensibilidade a insulina, mas
nao foi observada diferenca significativa entre as duas etapas da pesquisa.

Tabela 3. Perfis glicémico e insulinémico de individuos com diabetes mellitus
tipo 2 antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil

Antes do consumo Depois do consumo

Média + DP Média =+ DP
Glicemia de jejum, mg/dL 137,1 48,4 148,5 £ 46,1*
Insulina de jejum, pUI/mL 22,1 +15,1 26,1 +16,8""
HbAlc, % 8,1+1,2 8,1+1,3
HOMA B, % 154,8 + 145,4 158,2 £ 155,4
HOMA IR 6,6 £4,7 9,2+7,1
QUICKI 0,30 + 0,04 0,29 + 0,04

HbA Ic: hemoglobina glicada.

HOMA B: homeostatic model assessment of 3 cells function.
HOMA IR: homeostatic model assessment of insulin resistance.
QUICKI: quantitative insulin sensitivity check index.

* p < 0,05, calculado pelo teste ¢ pareado.

" p < 0,01, calculado pelo teste de Wilcoxon.

Ao encontrar tais resultados insatisfatorios quanto a homeostase
glicémica, foi analisado se maiores niveis de glicemia e insulina de jejum
poderiam estar associados aos maiores niveis de selénio. Na Figura 10
estao representadas as correlagdes entre os niveis séricos de selénio versus
glicemia de jejum e insulina de jejum. No presente estudo, os resultados
destas analises ndo tiveram diferengas significativas, isto €, o aumento
dos niveis de selénio nao foi associado ao aumento das concentracdes de
glicemia e insulina.
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Figura 10. Representagdes graficas da correlagdo de Spearman e regressdo linear
entre os niveis séricos de selénio versus glicemia de jejum e insulina de jejum em
individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Ao avaliar os efeitos da ingestdo de selénio sobre o perfil lipidico,
foram encontradas alteracdes positivas (Tabela 4). Apos seis meses de
consumo da castanha-do-Brasil, houve um aumento significativo nos
valores de HDL (p = 0,024) e de LDL (p = 0,041), e uma redugdo
significativa na razdo TG/HDL (p = 0,030), denominada Indice de
Castelli I. Por outro lado, ndo foram encontradas mudangas significativas
nos valores de CT e ndo HDL. Os niveis de TG apesar de tenderem a
redu¢do, mostraram-se apenas marginalmente significativos (p = 0,054).

Tabela 4. Perfis lipidico e inflamatdrio de individuos com diabetes mellitus tipo
2 antes e depois do consumo de castanha-do-Brasil

Antes do consumo

Depois do consumo

Média + DP Média = DP
Colesterol total, mg/dL 180,3 +43,3 186,2 + 48,4
HDL, mg/dL 39,7+9,5 41,1 +£10,3*
ndo HDL, mg/dL 142,4+43,2 146,8 + 48,9
LDL, mg/dL 103,8 £ 36,4 111,3 +41,6*
Triglicerideos, mg/dL 188,3 + 89,3 173,9 £ 83,2
Indice de Castelli I 5,3+£33 48+3,1"
PCR ultrassensivel, mg/L 3,8+3,5 48+5,0
Homocisteina, pmol/L 139+5,4 13,7+5,3

HDL: lipoproteina de alta densidade.
LDL: lipoproteina de baixa densidade.

PCR: proteina C reativa.

* p < 0,05, calculado pelo teste ¢ pareado.
* p < 0,05, calculado pelo teste de Wilcoxon.



67

Para caracterizar o perfil inflamatério dos participantes deste
estudo, foram quantificadas as concentragdes PCR-us e homocisteina. Ao
comparar os valores destas duas varidveis, antes e apos seis meses de
consumo da castanha, os testes estatisticos ndo encontraram diferengas
significativas.

Em relagdo ao perfil hepatico, o consumo de uma castanha-do-
Brasil por seis meses ndo causou alteragdes nas enzimas AST e ALT.
Entretanto, foi observada uma reducdo significativa na enzima G GT (p
= 0,036) (Tabela 5). Ja os marcadores da fungdo renal ndo sofreram
alteragdes ao longo deste estudo.

Tabela 5. Perfis hepatico e renal de individuos com diabetes mellitus tipo 2 antes
e depois do consumo de castanha-do-Brasil

Antes do consumo  Depois do consumo

Média + DP Média + DP
AST, U/L 22,5+ 10,2 22,1498
ALT, U/L 26,3 + 14,6 25,6 + 14,7
GGT, U/L 33,0 20,5 31,5 +21,8"
Uréia, mg/dL 40,8 £ 16,4 432 £ 15,7
Creatinina, mg/dL 1,00 £ 0,34 1,00 £ 0,34
TFGe, ml/min/1,73m’ 90,5 + 32,9 90,0 312

AST: alanina aminotransferase.

ALT: aspartato aminotransferase.

GGT: gama-glutamiltransferase.

TFGe: taxa de filtragdo glomerular estimada.
* p < 0,05, calculado pelo teste de Wilcoxon.

4.4. Efeitos da ingestio de selénio sobre a producio de oxidantes

Os parametros quantificados para verificar a produgdo de
oxidantes foram os niveis da oxidagdao de H,DCF-DA e contetdo de
nitrito (Figura 11). Ao analisar os niveis de DCF, os dados revelaram uma
reducdo significativa da producao de ERO apos o consumo da castanha-
do-Brasil (antes do consumo: 261,6 £ 8,2; depois do consumo: 166,0 +
13,6; p < 0,0001). Similarmente a estes achados, o contetido de nitrito
também apresentou o mesmo comportamento, sendo reduzido
significativamente ao final do estudo (antes: 2,44 + 0,18; depois: 0,98 *
0,07; p < 0,0001). Com o intuito de verificar se os resultados obtidos a
partir destas duas analises estavam associados aos niveis séricos de
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selénio, foi aplicado o teste de correlacdo de Spearman (Figura 12). Os
resultados mostraram que maiores niveis de selénio estdo associados a
menores niveis de DCF (r = -0,5345; p < 0,001) e menor contetdo de
nitrito (r =-0,4726; p < 0,001).
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Figura 11. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre os
niveis de DCF e concentragdo de nitrito em plasma de individuos com diabetes

mellitus tipo 2.
Os dados representam a média + erro padrdo. *** p < 0,001, calculado pelo teste

de Wilcoxon.
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Figura 12. Representagdes graficas da correlagdo de Spearman e regressao linear
entre os niveis séricos de selénio versus niveis de DCF e concentragao de nitrito
em plasma de individuos com diabetes mellitus tipo 2.
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4.5. Efeitos da ingestido de selénio sobre defesas antioxidantes

Para verificar o status antioxidante dos participantes desta
pesquisa, foram quantificados os niveis de GSH e a atividade das enzimas
GPx e CAT. Fazendo uma rapida interpretagdao da Figura 13, observa-se
uma melhora do sistema de defesa antioxidante nos individuos com DM2
ao final do estudo. Houve um aumento dos niveis de GSH (antes do
consumo: 0,46 £ 0,04; depois do consumo: 1,07 + 0,15; p < 0,0001),
aumento na atividade da enzima GPx (antes: 1,18 £ 0,08; depois: 1,76 +
0,17; p = 0,003) e um aumento na atividade da enzima CAT (antes: 1,52
+ 0,09; depois: 2,18 £ 0,09; p < 0,0001), em plasma de individuos com
DM2 apos seis meses de ingestdo de selénio através da castanha-do-
Brasil.
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Figura 13. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre
marcadores do sistema antioxidante em plasma de individuos com diabetes
mellitus tipo 2.

Os dados representam a média + erro padrdo. ** p < 0,01, *** p < 0,001,
calculados pelo teste de Wilcoxon. “** p < 0,001, calculado pelo teste ¢ pareado.
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A partir dos resultados encontrados na figura anterior,
investigou-se as possiveis associagdes entre os niveis do mineral selénio
e os marcadores do sistema antioxidante avaliados neste estudo (Figura
14). Todos os trés marcadores apresentaram correlagdes positivas com os
niveis de selénio, isto €, os maiores niveis de selénio estdo associados a
maiores concentragdes de GSH (r = 0,3050; p < 0,001), maior atividade
da GPx (r = 0,2733; p = 0,031) e, maior atividade da enzima CAT (r =
0,3231; p <0,001).
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Figura 14. Representagdes graficas da correlagdo de Spearman e regressao linear
entre os niveis séricos de selénio versus defesas antioxidante em plasma de
individuos com diabetes mellitus tipo 2.

4.6. Efeitos da ingestido de selénio sobre marcadores de dano
oxidativo a macromoléculas

Na Figura 15 estdo expostos os resultados dos parametros de
estresse oxidativo que refletem danos oxidativos a proteinas (tiois totais
e contetido de grupamentos carbonila) e lipidios (MDA). Ao final de seis
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meses de consumo da castanha-do-Brasil, foi observado um aumento
significativo nos niveis de tidis totais (antes do consumo: 0,77 £ 0,07;
depois do consumo: 2,57 £ 0,20; p < 0,0001) e reducdo significativa do
dano oxidativo em proteinas, avaliado pelos niveis de grupamentos
carbonila (antes do consumo: 0,091 £ 0,011; depois do consumo: 0,061 +
0,004; p = 0,018). Ao comparar os valores de MDA antes e depois do
consumo da castanha-do-Brasil, observou-se uma reducdo significativa
na lipoperoxidacdo ao final do estudo (antes do consumo: 129,8 + 10,6;
depois do consumo: 86,2 £+ 4,6; p = 0,003).
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Figura 15. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre
marcadores de dano oxidativo em plasma de individuos com diabetes mellitus
tipo 2.

Os dados representam a média * erro padrdo. * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p <
0,001, calculados pelo teste de Wilcoxon.

A Figura 16 apresenta as associagdes entre os niveis séricos de
selénio e os diferentes marcadores de dano oxidativo. Foi observada uma
forte correlagdo positiva entre os niveis séricos de selénio e tiois totais (r
= 0,5467; p < 0,001). Por outro lado, os niveis deste mineral foram
negativamente correlacionados com os niveis de MDA (r = -0,4981; p =
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0,002), isto ¢, maiores niveis séricos de selénio estdo associados a menor
lipoperoxida¢do em individuos com DM2. Ao testar estas associacdes
entre os niveis de selénio e o conteido de grupamentos carbonila, ndo
foram observadas diferencas significativas, apesar dos dados
apresentarem uma tendéncia negativa.
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Figura 16. Representagdes graficas da correlagdo de Spearman e regressdo linear
entre os niveis séricos de selénio versus marcadores de dano oxidativo em plasma
de individuos com diabetes mellitus tipo 2.

4.7. Efeitos da ingestio de selénio sobre os danos ao DNA
avaliados pelo ensaio cometa

Além da melhora em todos os parametros de estresse oxidativo
avaliados nesta tese, a manutencao dos niveis de selénio nos participantes
deste estudo foi acompanhada de uma redugao significativa dos danos ao
DNA. Estes valores foram avaliados através do percentual de DNA
deslocado a partir do nucleodide, formando uma cauda. Os resultados
apresentados na Figura 17 demonstram o potencial antigenotoxico do
selénio apos seis meses de consumo de uma castanha-do-Brasil ao dia
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(antes do consumo: 10,7 £ 0,8; depois do consumo: 5,2 + 0,6; p <0,0001).
Além disso, o dano oxidativo ao DNA avaliado através do ensaio cometa
modificado com o uso da enzima FPG, também apresentou redugao (antes
do consumo: 5,7 £ 0,5; depois do consumo: 2,5 £ 0,3; p <0,0001).
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Figura 17. Efeitos do consumo de castanha-do-Brasil por seis meses sobre os
danos ao DNA avaliados através do ensaio cometa em sangue de individuos com
diabetes mellitus tipo 2.

Os dados representam a média + erro padrdo. *** p < 0,001, calculado pelo teste
de Wilcoxon.
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Com o intuito de verificar se os resultados obtidos a partir do
Ensaio Cometa estavam associados aos niveis séricos de selénio, foi
aplicado o teste de correlagdo de Spearman (Figura 18). Verificou-se que
maiores niveis de selénio estdo fortemente associados a menores danos
ao DNA, tanto no Ensaio Cometa alcalino (r = -0,4816; p < 0,001), como
no Ensaio Cometa modificado (r=0,4872; p <0,001), que avalia os sitios
sensiveis a enzima FPG, isto €, purinas oxidadas.
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Figura 18. Representagdes graficas da correlagdo de Spearman e regressao linear
entre os niveis séricos de selénio versus danos ao DNA em sangue de individuos
com diabetes mellitus tipo 2.

4.8. Efeitos da ingestdo de selénio sobre parimetros avaliados
pelo teste de micronucleos

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados dos tipos celulares
(células basais e diferenciadas), anormalidades nucleares (picnose,
cariolise, cariorrexe e cromatina condensada) e dano celular (binucleadas,
brotos nucleares e microntcleos) antes e depois do consumo da castanha-
do-Brasil. Em relag@o ao tipo celular, ndo foram encontradas diferengas
significativas. Apds seis meses de consumo da castanha-do-Brasil,
observou-se duas mudancas quanto as altera¢des nucleares, o nimero de
células com dois nticleos ou com cromatina condensada foram reduzidos
(p < 0,01 e p < 0,05, respectivamente). Quanto ao dano celular, houve
reduc@o na média de brotos nucleares (p < 0,05) e também na média de
microntcleos (p < 0,01) ao final do estudo.
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Tabela 6. Frequéncia de tipos celulares e anormalidades nucleares em 1000
células e frequéncia de dano celular em 2000 células diferenciadas

Antes do consumo

Depois do consumo

Média + EP Média + EP
Diferenciadas, em 1000 9622+ 2,1 961,2+2,6
Basais, em 1000 374+2,1 38,9 £2,7
Picnéticas, em 1000 2,1+03 2,0+£0,3
Carioliticas, em 1000 3,1+£0,7 2,9+0,6
Cariorréxicas, em 1000 48+0,5 42+04
1Cégglatma condensada, em 3.6+0.4 2.9+ 0.3
Binucleadas, em 2000 44+04 3,5+0,4%*
Broto nuclear, em 2000 2,4+0,3 1,9+£0,2*
Microntcleo, em 2000 2,7+0,2 2,1 £0,2%*

EP: erro padrao.

* p <0,05, calculado pelo teste de Wilcoxon.
** p < 0,01, calculado pelo teste de Wilcoxon.

Por fim, foram aplicados testes para analisar uma possivel
associagdo entre os niveis séricos de selénio e a frequéncia de
micronticleos. Os testes representados pela Figura 19 revelaram uma
associagdo negativa entre estas variaveis, isto €, baixos niveis de selénio
estdo associados a maior dano celular.
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Figura 19. Representagdes graficas da correlagdo de Spearman e regressdo linear
entre os niveis séricos de selénio versus frequéncia de microntcleos em células
esfoliadas da mucosa bucal de individuos com diabetes mellitus tipo 2.
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5. DISCUSSAO

O numero de individuos diagnosticados com DM2 ¢ alarmante e
esta aumentando em todo o mundo (International Diabetes Federation,
2015). Esta epidemia ¢ atribuida ao aumento da prevaléncia de obesidade,
que ocorre devido ao estilo de vida altamente obesogénico, e ao
envelhecimento da populagdo (Danaei et al., 2011; Akash et al., 2013).
Além de elevada adiposidade visceral, o DM2 geralmente ¢ acompanhado
de comorbidades como hipertensdo arterial sistémica e dislipidemia
(Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016). Por isso, as intervengdes devem
abranger essas multiplas anormalidades metabolicas, com o intuito de
prevenir complicacdes desta doenga (World Health Organization, 2002).
Os alvos mais importantes para a prevencdo da obesidade e das
complicagdes associadas ao DM2 sdo justamente fatores modificaveis, e
incluem dieta e exercicio fisico (Qi et al., 2008; Khazrai et al., 2014).

A obesidade, especialmente a visceral, reflete no aumento da
circunferéncia abdominal e esta associada ndo somente ao DM2, mas
também a sindrome metabolica e doencgas cardiovasculares (Eckel et al.,
2011). Este quadro clinico nutricional provoca um aumento dos niveis de
acidos graxos livres na circulagcdo e acimulo desses acidos graxos em
outros tecidos, como musculo, figado e pancreas (Mittelman et al., 2002).
No figado, esses acidos graxos podem prejudicar o metabolismo hepatico,
levando ao aumento da producdo de glicose e a resisténcia a insulina
(Despres e Lemieux, 2006). A Organizacdo Mundial da Satide estabelece
como ponto de corte para risco cardiovascular aumentado, medida de
circunferéncia abdominal igual ou superior a 94 cm para homens, e 80 cm
para mulheres. A circunferéncia abdominal, além de ser um bom
marcador de adiposidade visceral, esta fortemente associado a resisténcia
a insulina (Lim et al., 2015; Nazare et al., 2015). Todos os participantes
desta pesquisa apresentaram sobrepeso ou obesidade conforme a
classificacdo pelo IMC e circunferéncia abdominal aumentada nas duas
fases do estudo, constituindo alto risco de complicagdes metabolicas
associadas a obesidade.

Sabe-se que para reducdo do peso e da circunferéncia abdominal,
um planejamento dietético completo aliado ao exercicio fisico ¢
fundamental. Os alimentos e seus microconstituintes, quando utilizados
isoladamente, sem associacdo com mudangas no estilo de vida, podem
apresentar efeitos sobre as fungdes orgénicas, mas dificilmente serdo
capazes de reverter um quadro de sobrepeso/obesidade associado a
elevada circunferéncia abdominal (Barreira et al. 2017). Isto vem ao
encontro dos resultados observados nesta pesquisa. Antes de iniciar o
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estudo, todos os individuos passaram por uma entrevista na qual pode-se
constatar que a dieta era baseada no consumo de carboidratos refinados,
pobre em fibras e com baixo consumo de proteinas e gorduras de boa
qualidade. Além disso, muitos relataram um baixo consumo de frutas e
verduras. A adicao dietética de uma castanha-do-Brasil rica em selénio,
considerando os habitos alimentares ndo alterados conforme relatado, e
sem pratica regular de exercicio fisico, ndo foi capaz de reverter o quadro
de sobrepeso/obesidade. Nos homens, foi observada um aumento sutil na
circunferéncia abdominal, porém significativo. Entretanto, levando em
consideracdo os intervalos interquartis encontrados antes e depois do
consumo da castanha-do-Brasil (102 — 113 cm e; 104 — 114 cm,
respectivamente), nota-se que apesar de significativa, esta variacdo na
circunferéncia abdominal ndo apresenta importancia na pratica clinica.

De acordo com as diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes
(2016), o DM2 pode ocorrer em qualquer idade, mas é geralmente
diagnosticado apos os 40 anos. Desta maneira, foram incluidos neste
estudo somente individuos com idade acima de 45 anos. Ao total, 74
participantes completaram o ensaio clinico, sendo 37 homens com idade
média de 61,0 [1Q: 57,0 — 67,5] anos, ¢ 37 mulheres com idade média de
66,0 [1Q: 59,0 — 70,0] anos. Estudos mostram que individuos mais velhos
sdo mais vulneraveis a deficiéncia de micronutrientes, uma vez que
apresentam necessidades nutricionais aumentadas, tendem a fazer
alteragdes na dicta, ¢ apresentam alteragcdes metabdlicas decorrentes do
envelhecimento, que reduzem a biodisponibilidade de nutrientes. Dentre
estes micronutrientes que podem estar deficientes, esta o selénio, (Planas
et al.,, 2004; Arnaud et al., 2007; Letsiou et al., 2009). Apesar de
controvérsias, a suplementagdo de selénio tem sido estudada como um
adjuvante no tratamento do DM2 (Valko et al., 2006; Tiwari et al., 2013).

A distribuicdo de selénio nos alimentos é dependente da sua
concentragdo nos solos onde os alimentos sdo cultivados e animais sdo
criados (Ferreira et al., 2002). O selénio ¢ encontrado em alimentos de
origem animal, ¢ em menores concentragdes nos de origem vegetal, com
excecao da castanha-do-Brasil (Thomson et al., 2008). A composi¢ao da
dieta e as diferengas de selénio nos alimentos em virtude da sua
concentragdo no solo justificam as diferencas na ingestao de selénio entre
as pessoas (Gromadzinska et al., 2008; Reszka et al., 2012).

Para avaliacdo do estado nutricional relativo ao selénio sdo
utilizados marcadores sanguineos, os quais refletem em curto, médio e
longo prazo o status corporal referente a esse mineral. Nao foram
encontrados na literatura estudos que avaliassem o consumo de castanha-
do-Brasil, como fonte de selénio, em pacientes adultos ou idosos com DM



79

tipo 1 ou 2. Apenas uma tese de doutorado, conduzida por Pires (2012),
verificou que uma intervengdo dietética com castanha-do-Brasil em
adolescentes com diabetes tipo 1 aumentou significativamente as
concentragdes sanguineas de selénio.

Existem também outros estudos que comprovam a eficiéncia da
castanha-do-Brasil em melhorar o status de selénio. Uma intervengdo
com obesos morbidos (Cominetti et al., 2012), outras duas com pacientes
renais cronicos (Stockler-Pinto et al., 2010; Stockler-Pinto et al., 2014), e
uma quarta com idosos (Rita Cardoso et al., 2016), mostraram que o
consumo de uma castanha-do-Brasil (=290 pg) por dia, foi efetiva em
melhorar os marcadores do status de selénio. Huguenin e colaboradores
(2015) também observaram aumento dos niveis de selénio em individuos
hipertensos e dislipidémicos, apos consumirem =200 pg de selénio por
dia, através da castanha-do-Brasil. Os resultados do presente estudo,
conduzido em pacientes com DM2 corroboram com os estudos
apresentados acima, mostrando que o selénio presente na castanha-do-
Brasil possui alta biodisponibilidade, conforme observado pelo aumento
das concentragdes séricas de selénio.

O primeiro objetivo deste estudo foi avaliar o estado nutricional
relativo ao selénio antes ¢ depois da ingestdo de castanha-do-Brasil em
soro de individuos com DM2. Kornhauser et al. (2008) avaliaram a
concentragdo de selénio no soro de pacientes com DM2 e verificaram que
os niveis de selénio nestes pacientes encontravam-se reduzidos quando
comparados ao grupo controle. Similarmente, verificou-se que 6,75%,
isto €, apenas cinco participantes deste estudo apresentavam niveis
satisfatorios deste mineral (< 84 ug/L) na fase inicial, conforme os valores
de referéncia mais aceitos (Thomson, 2004). Um dos fatores que pode
alterar o status de selénio em pacientes com diabetes ¢ o tempo de
diagnostico da doenca. Whiting e colegas (2008), descreveram que
pacientes com a doenga entre 4 ¢ 6 anos tiveram concentragdes de selénio
no plasma reduzidas (38,7 pg/L) quando comparados com o grupo de
pacientes com duracao da doenga menor do que 2 anos (132 pg/L).

O papel do selénio através das selenoproteinas em seres
humanos, tanto na saide quanto na doenga, tem sido amplamente
estudado, principalmente como biomarcadores relevantes do status de
selénio, que ¢ influenciado principalmente pela ingestdo dietética deste
mineral (Gromadzinska et al., 2008; Reszka et al., 2012). A literatura
apresenta controvérsia quanto as evidéncias que associam suplementacao
de selénio com DM2 (Mazokopakis e Liontiris, 2017). De acordo com
varios estudos, a associacdo selénio versus DM2 foi estabelecida em
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forma de “U”. Assim, niveis de selenoproteinas abaixo ou acima do
intervalo de referéncia sdo possiveis fatores de risco para DM2 (Rayman,
2012; Liontiris ¢ Mazokopakis, 2017). Esta associacdo em forma de “U”
foi revelada recentemente em uma meta-analise de cinco estudos,
envolvendo 13460 participantes (Wuang et al., 2016). Os dados
apontaram uma alta prevaléncia de DM2 nos pacientes cujos niveis
séricos de selénio eram relativamente baixos (< 97,5 pg/L) ou elevados
(> 132,5 pg/L).

Portanto, a suplementacdo de selénio pode beneficiar individuos
que possuem baixos niveis deste mineral. Em contraste, em individuos
que ja possuem quantidades satisfatorias ou elevadas no organismo, pode
levar a efeitos adversos, nao sendo recomendada a sua suplementagdo
(Febiyanto et al., 2017; Liontiris ¢ Mazokopakis, 2017). Embora ndo
tenham sido descritos na literatura casos clinicos de DM2 decorrentes do
consumo de castanha-do-Brasil, faz-se necessario uma avaliagdo
nutricional relativa ao status do selénio antes de iniciar ou aumentar a
ingestdo deste mineral através da suplementagdo ou consumo da
oleaginosa em estudo.

Partindo dos seguintes principios: i) ndo hd um consenso na
literatura quanto as concentracdes séricas de referéncia para o selénio; ii)
quase todos os participantes deste estudo possuiam deficiéncia deste
mineral antes de consumirem a castanha-do-Brasil; iii) foram respeitados
os niveis da UL para a ingestdo de selénio, uma vez que a castanha
ofereceu ~200 pg/dia deste mineral; € oportuno destacar que, mesmo
sendo observado uma média de 177,4 £ 47,1 pg/L, ndo foram observadas
caracteristicas clinicas de selenose nos participantes deste estudo (Lemire
et al., 2012; Prabhu e Lei, 2016).

Levando em consideragdo os diversos beneficios do selénio a
saude humana ja apresentados, e os dados supracitados, parte do segundo
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da ingestao de selénio através
da castanha-do-Brasil sobre o perfil glicémico em pacientes com DM?2.
Individuos com baixos niveis de selénio podem se beneficiar do consumo
desta oleaginosa, mas embora a ingestdo de #210 pg deste oligoelemento
através de uma castanha-do-Brasil ao dia, por individuos diabéticos, ter
sido eficiente na manutengdo dos niveis séricos deste mineral, as
respostas  glicémica e insulinémica n3o foram melhoradas.
Adicionalmente os indices que avaliam a capacidade de secregdo de
insulina pelas células B do pancreas e de resisténcia a insulina ndo
sofreram alteragdes. Somados a isso, os valores obtidos pelo calculo do
QUICKI também ndo foram alterados. Este indice avalia a sensibilidade
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a insulina, e ¢ comparavel aos resultados obtidos com o teste de tolerancia
endovenosa a insulina (Geloneze e Tambascia, 2006).

Os resultados deste trabalho geraram certa preocupagao, pois 0s
dados encontrados tenderam a corroborar-se com os indicios de algumas
associagoes ja feitas na literatura, entre os niveis de selénio e a piora da
homeostase glicémica (Wuang et al., 2016). Entretanto sabe-se que tanto
a glicemia quanto a insulina de jejum, sao parametros que nao devem ser
utilizados isoladamente para avaliagdo clinica. Desta maneira, ao analisar
os valores de HbAlc, marcador utilizado para verificar as variagdes de
glicose dos ultimos 60 — 120 dias, sendo um importante indice de
avaliacdo do controle glicémico em longo prazo, estes ndo foram
alterados. Além disso, ndo houve associagdo entre a glicemia de jejum e
os niveis séricos de selénio.

Os resultados encontrados por Pires (2012) corroboram-se com
os achados deste estudo, no qual o consumo de castanha-do-Brasil ndo foi
capaz de alterar o percentual de HbAlc em adolescentes com diabetes
tipo 1. Maranhdo et al. (2011) também examinaram os efeitos do consumo
desta oleaginosa sobre biomarcadores de resisténcia a insulina em
adolescentes obesas ¢ ndo observaram diferencas na glicemia de jejum,
insulina ¢ HOMA IR. Para Wang et al. (2017), a ingestao de selénio em
até 1,6 pg/kg/dia por individuos ndo diabéticos, esta associada a menor
resisténcia a insulina. Adicionalmente, para valores acima disto, os
beneficios desaparecem. Alguns estudos in vitro ¢ in vivo mostraram que
o selénio pode ter um efeito antidiabético, reduzindo HbAlc e glicose.
Entretanto, este efeito s6 foi observado com o uso altas concentragdes
deste mineral, consideradas toxicas para humanos, conforme enfatizado
pelos autores (Ezaki, 1990; Mueller et al., 2009; Steinbrenner et al.,
2011).

No estudo SU.VI.MAX (Supplementation with antioxidant
vitamins and minerals) realizado com 3146 franceses, a suplementacao
com 100 pg de selénio associado com outros antioxidantes ndo foi capaz
de alterar a concentragdo de glicose plasmatica apos 7,5 anos de
interven¢do (Czernichow et al., 2006). Erbayraktar et al. (2007)
demonstraram que em modelo animal de diabetes induzido por
estreptozotocina, a suplementagdo de SeMet tendeu a reduzir a
concentragdo sanguinea desta hexose. Entretanto, resultados opostos
foram verificados com a suplementagdo de selenato. Os efeitos da
suplementacdo com selenato de sodio sobre a glicose plasmatica em ratos
diabéticos foram similares entre alguns estudos, pois a suplementagdo
reduziu a concentracdo de glicose dos animais diabéticos quando
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comparado ao grupo controle (Mcneill et al., 1991; Berg et al., 1995;
Battell et al., 1998).

Tomados em conjunto, os dados referentes a homeostase
glicémica observados neste estudo, sugerem que o uso de selénio por
pacientes com DM2, associada a excesso de peso e elevada circunferéncia
abdominal, ndo possui efeito benéfico. Por outro lado, o aumento
estatisticamente significativo, mas nutricionalmente pouco relevante, nos
niveis de glicemia e insulina, ndo podem ser considerados nocivos. Isso
deve-se ao fato de que pardmetros mais importantes como o percentual
de HbAlc e os indices que avaliam sensibilidade e resisténcia a insulina
ndo foram alterados. A intervenc@o nutricional apresenta impacto
importante na redugdo da HbAlc em pessoas com diabetes tipos 1 ¢ 2,
apés 3 a 6 meses de seguimento com profissional especialista,
independentemente do tempo de diagndstico da doenca. Assim, a
importancia de um planejamento nutricional completo para que haja
mudangas nos habitos alimentares e consequente melhora de parametros
clinicos ¢ metabolicos ¢ novamente destacado (Sociedade Brasileira de
Diabetes, 2016).

O perfil lipidico geralmente encontrado em pacientes com DM2
consiste em hipertrigliceridemia e baixos niveis de HDL. As
concentragdes do LDL ndo apresentam diferencas quantitativas quando
comparadas com as de pacientes ndo diabéticos. Entretanto, do ponto de
vista qualitativo, individuos com DM2 apresentam maior propor¢ao de
LDL do tipo B, uma subfragcdo de LDL que sdo pequenas e densas, e mais
facilmente oxidaveis, o que as tornam mais aterogénicas (Austin et al.,
1988; Siqueira et al., 2006; Sociedade Brasileira de Diabetes, 2016).
Assim como um bom controle glicEémico, € essencial avaliar o perfil
lipidico nestes pacientes com o intuito de manter os valores dentro dos
niveis de referéncia, uma vez que, dois a trés tergos desses individuos
morrem por complicagdes cardiovasculares (Boussageon et al., 2011;
DeFronzo et al., 2015).

Uma alternativa nutricional para reduzir os fatores de risco
cardiovasculares seria o consumo de oleaginosas (Kim et al., 2017). Em
uma revisdo escrita por Souza e colaboradores (2015) foi observado que
amendoins, pistaches, nozes, avelds, macadamias ou améndoas sdo
capazes de reduzir os niveis de TG, CT, glicemia e risco de doenca
coronariana, enquanto aumentam a GSH e o HDL. Assim, uma vez que a
castanha-do-Brasil ¢ rica em seclénio, acidos graxos insaturados e
compostos fenolicos, foi hipotetizado que a quantidade e o tempo de
suplementacdo poderiam melhorar o perfil lipidico de individuos com
DM2. Neste estudo, os niveis de TG apresentaram uma reducdo clinica
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consideravel, entretanto esta diferenca ndo foi considerada
estatisticamente significativa. Além disso, ndo foram constatadas
diferengas significativas nas concentragoes séricas de CT e nao HDL. Por
outro lado, foram verificados aumento dos niveis de HDL.

Estudos realizados com obesos demonstraram que a ingestdo de
castanha-do-Brasil modifica positivamente os lipidios séricos ¢ diminui o
risco aterogénico, obtidos através dos indices de Castelli I e IT (Maranhao
et al.,, 2011; Cominetti et al., 2012). Stockler-Pinto et al. (2014)
observaram o mesmo comportamento no perfil lipidico de pacientes em
hemodialise, apds trés meses de consumo de tal oleaginosa. Com o intuito
de verificar se os efeitos positivos da castanha-do-Brasil sobre o perfil
lipidico seriam atribuidos exclusivamente a composicdo de acidos graxos
da oleaginosa, alguns pesquisadores ofereceram 13 g de farinha de
castanha-do-Brasil (227,5 pg de selénio) parcialmente desengordurada, a
individuos hipercolesterolémicos, durante trés meses. Esta intervengdo
afetou positivamente os niveis de TG, CT ¢ ndo HDL (Carvalho et al.,
2015), sugerindo que os beneficios podem ser causados por compostos
que ndo sejam lipidios.

Estudos propdem que o selénio pode exercer papel importante no
metabolismo das lipoproteinas (Hercberg et al., 2005; Bleys et al., 2008;
Sengupta et al., 2008; Laclaustra et al., 2010). Entretanto, essa relacdo
ainda ndo esta bem estabelecida, uma vez que os estudos niao sdo
conclusivos. Os resultados encontrados por Faghihi e colaboradores
(2014) estao de acordo com os encontrados no presente trabalho. Os
pesquisadores observaram um aumento nos niveis de HDL em individuos
com DM2 apos receberem 200 pg de selenito de sodio ao dia por 3 meses.
Estes resultados também vao ao encontro com os achados de Rayman et
al. (2011), nos quais a suplementagdo de selénio em individuos com baixo
status deste mineral levou a um aumento na concentragdo de HDL. Do
mesmo modo, outro estudo demonstrou que os niveis de HDL sao
melhorados com o aumento da concentragdo de selénio, mas atingem um
platd quando os valores deste mineral ultrapassam as 120 ug/L
(Laclaustra et al., 2010).

A razdo entre TG e HDL, denominada Indice de Castelli I
(Castelli et al.,, 1983), ¢ utilizada como um potente preditor do
desenvolvimento de doencgas coronarianas, além de ser considerado um
indicador facil e rapido de ser obtido, especialmente quando considerado
o contexto da atencgdo basica de satde (Da Luz et al., 2005; Da Luz et al.,
2008). Além disso, correlaciona-se diretamente com o nivel de LDL tipo
B no plasma (Da Luz et al., 2008). Neste estudo, foram verificados
aumento dos niveis de LDL, entretanto, a relagdo TG/HDL foi diminuida
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em 10,5%. Estes dados sugerem que apesar dos niveis de LDL terem
aumentados, ndo parece ser reflexo de um aumento de LDL tipo B.

A hiperglicemia cronica e persistente no DM2 esta associada
com o estresse oxidativo e estado inflamatdrio cronico. Essa conclusdo €
baseada em estudos que mostraram a relacdo entre o aumento das
concentragdes circulantes dos marcadores inflamatérios de fase aguda,
exemplificados pela proteina C reativa (PCR), e da resisténcia a insulina
(Greenfield e Campbell, 2006).

Para avaliar o efeito do consumo da castanha-do-Brasil sobre
marcadores inflamatorios associados ao risco cardiovascular, foram
determinadas as concentracdes circulantes de PCR-us ¢ homocisteina. De
maneira geral, as concentracdes destes dois biomarcadores estao elevadas
nos pacientes diabéticos e em obesos, ¢ esse aumento esta intimamente
relacionado com o risco de aterosclerose nos mesmos (Shoelson et al.,
2007; Vijayakumar et al., 2017).

A PCR ¢ uma proteina de fase aguda, produzida por hepatocitos,
sendo considerada um marcador muito sensivel de inflamag¢ao (Fu et al.,
2009). Além disso, ¢ considerado um preditor de mortalidade em
individuos com DM?2 ao longo de um periodo de 5 a 7 anos (Jager et al.,
1999). Ja a homocisteina ¢ um aminoacido, também produzido no figado,
por meio do metabolismo da metionina, que em niveis elevados,
demonstra alta correlacdo com as doengas cardiovasculares, pois causa
lesao da célula endotelial, facilita a absor¢do e formacdo de placas de
ateroma, hipertrofia do musculo liso vascular, ativagdo dos processos de
coagulacdo e¢ aumenta a oxidagdo e absor¢do da LDL no endotélio
(Vijayakumar et al., 2017).

Os participantes deste estudo apresentaram valores elevados
tanto de homocisteina quanto de PCR-us nas duas fases desta pesquisa.
Dados cientificos que associem o status de selénio com as concentragdes
de homocisteina ¢ PCR em pacientes com diabetes sdo escassos. Xun e
colaboradores (2010), ao estudarem a associagdo entre as concentragdes
de selénio e PCR na populagdo americana, nao encontraram correlagdes
significativas. No estudo SETCAP (Selenium therapy in coronary artery
disease patients) também ndo foram observadas diferencas nas
concentragdes de PCR apods a suplementagdo com 200 ¢ 500 ug de
selenito de sodio por dia durante 12 semanas em pacientes com DM?2
(Schnabel et al., 2008).

Individuos obesos com resisténcia a insulina e que possuem
niveis aumentados destes marcadores apresentam resultados positivos
quando hé perda de peso e melhora da sensibilidade a insulina (Shoelson
et al.,, 2007). Uma vez que os participantes deste estudo ndo mudaram
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habitos alimentares ¢ nem fizeram outras mudangas no estilo de vida,
mantendo o peso elevado e alta circunferéncia abdominal durante toda a
pesquisa, os niveis de PCR-us e homocisteina seguiram a mesma
tendéncia.

Além do risco de complicagdes cardiovasculares citadas acima,
o DM2 esta fortemente associado a um aumento do risco de doenca
hepatica ndo alcodlica (NAFLD), sendo esta prevalente em até 70% dos
individuos diabéticos (Anstee et al., 2011). A hiperinsulinemia
compensatoria impede a adequada metabolizagao dos acidos graxos,
levando ao actimulo de gordura no hepatocito. Por isso, o controle
glicémico e a reducdo da resisténcia a insulina sdo alvos no tratamento e
prevengdao da NAFLD, bem como o aumento da prote¢ao antioxidante e
da exposic¢do a agentes protetores dos hepatocitos (Zhang et al., 2017).
Normalmente esta doenga ¢ assintomatica, ¢ esta associada com o
aumento das enzimas hepaticas ALT, AST ¢ GGT (Schindhelm et al.,
2006; Ferreira et al., 2013). Além disso, o selénio pode ser um bom
candidato como adjuvante no tratamento desta doenga, uma vez que este
mineral exerce efeitos antioxidantes (Amin et al., 2017).

Os pacientes incluidos neste estudo ndo apresentavam
diagndstico de NAFLD. Entretanto, o consumo de selénio através da
castanha-do-Brasil foi capaz de reduzir sutilmente em 4,6% a
concentragdo sérica da enzima GGT, sugerindo que o selénio poderia
auxiliar na prevengdo de possiveis complicagdes hepaticas no paciente
com DM2. Os resultados observados poderiam estar associados a reducao
do estresse oxidativo, um importante mecanismo fisiopatoldgico
envolvido na lesao hepatica na NAFLD (Polimeni et al., 2015). Até o
momento, nao existem dados na literatura em relacao a fungdo do selénio
sobre enzimas hepaticas em pacientes diabéticos. Entretanto, Lim ¢
colaboradores (2004) verificaram que a concentragao da GGT pode estar
inversamente proporcional a concentracao de alguns antioxidantes, como
a vitamina C. Desta maneira, sugere-se que os achados deste trabalho
podem estar associados a menor dano oxidativo ¢ maior capacidade
antioxidante observada nos pacientes incluidos neste estudo, dados estes
que serdo discutidos a seguir.

A progressdo do DM2 também pode ser acompanhada dentre
outras complicagdes microvasculares, de alteracdo da funcdo renal,
normalmente avaliada pelas dosagens séricas de uréia e creatinina e pelo
indice de Cockcroft-Gault, que estima a taxa de filtragdo glomerular. Nao
obstante, o rastreamento da doenga renal no DM2 deve ser iniciado logo
apos o diagnostico da doenca, e a monitorizagdo deve ser constante (Wu
et al., 2017). Muitas evidéncias associam o selénio a diversas condi¢des
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de saude, mas esta relacdo ainda € pouco clara com relagdo a funcao renal,
principalmente em pacientes diabéticos (Earle et al., 2016).

Neste estudo, os marcadores da fungdo renal ndo sofreram
alteragdes apds seis meses de consumo da castanha-do-Brasil. Dados
similares foram descritos por Stockler-Pinto e colaboradores (2010; 2012;
2015), que avaliaram os efeitos da intervengdo dietética com esta
oleaginosa durante 3 meses, por pacientes em hemodialise. Os autores
concluiram que apesar do aumento nas concentragdes séricas de selénio e
da GPx, os marcadores da fun¢do renal permaneceram iguais.

A formacdo de ERO ¢ um evento fisiologico do metabolismo.
Entretanto, a hiperglicemia, caracteristica comum dos pacientes com
diabetes, pode levar a auto-oxidacdo da glicose, maior entrada de NADH
e FADH, na cadeia transportadora de elétrons na mitocondria,
glicosilacdo de proteinas, entre outras mudangas metabdlicas que
aceleram e aumentam a formac¢do de ERO conforme demonstrado por
varios autores (Lodovici et al., 2008; Shen, 2010; Nowotny et al., 2015).
O aumento na produgdo de radicais livres, pode ser prevenido ou
diminuido através da atuacdo dos sistemas antioxidantes, capazes de
eliminar ERO ou transforma-las em produtos menos reativos e reduzindo
seus efeitos deletérios. Entretanto, o desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de radicais
livtes ou em detrimento da velocidade de remogdo desses gera a
instalagdo do processo de estresse oxidativo (Sies, 2015).

Sabe-se que individuos diabéticos, apresentam uma reducdo das
defesas antioxidantes bioldgicas (Ott et al., 2007; Shen, 2010). Estes
dados corroboram-se com os achados de Aouacheri et al. (2015), os quais
verificaram reducdo significativa das enzimas antioxidantes em pacientes
diabéticos quando comparados com os individuos ndo diabéticos,
incluindo deplecio de GSH. Adicionalmente, o selénio, um
oligoelemento essencial, ¢ um importante componente das enzimas
antioxidantes, incluindo as peroxidases, como a GPx. Com base na
propriedade antioxidante, este mineral ganhou ateng¢do na prevengdo e
reduc@o dos danos causados pelo estresse oxidativo em varias doengas,
incluindo o DM2. Portanto, manter as concentragdes de selénio pelo
menos nos valores minimos de referéncia parece ser valioso,
especialmente nessa populagdo.

Neste contexto, os objetivos 3, 4 e 5 deste estudo foram avaliar
os efeitos da ingestdo de selénio através da castanha-do-Brasil durante 6
meses sobre parametros de estresse oxidativo (oxidantes, dano oxidativo
e atividade antioxidante), em individuos com DM2. Os resultados
revelaram uma reducdo significativa dos niveis de DCF, sugerindo uma
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reduc@o no pool de ERO, tais como o H,0,, peroxinitrito, OHe e em
menor grau, O,*. Além disso, o conteudo de nitritos, que avalia
subprodutos do metabolismo do NO, também foi reduzido apds o
consumo da castanha-do-Brasil. Estes achados parecem estar associados
com maiores concentragdes séricas de selénio, como demonstrado pela
correlacdo de Spearman na Figura 12.

O aumento na produ¢do de ERO em individuos com DM2 pode
ocorrer por diferentes vias metabolicas. O aumento dos niveis de glicose
na corrente sanguinea pode levar diretamente a formagdo de ERO, pois
hd um aumento na atividade do ciclo do &cido citrico, que gera um
excesso do NADH, acentuando o extravasamento de elétrons da cadeia
transportadora mitocondrial. Os elétrons que escapam da cadeia podem
levar a geragdo de O, (Valko et al., 2004). Além disso, altos niveis desta
hexose podem acarretar em auto-oxidacdo da mesma, através da
enolizagdo, gerando um radical enediol (Giacco e Brownlee, 2010). Este
radical enediol transfere seu elétron ndo pareado a uma molécula de O,
gerando um O,* e uma dicarbonila (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Normalmente o O,¢ ¢ catabolizado pela SOD, gerando H,0,. Entretanto,
esta reacdo € trés vezes mais lenta do que a do superoxido com NO. O
NO ¢ uma molécula reguladora chave com efeitos metabdlicos,
vasculares e celulares extensivos (Tessari et al., 2010). Embora baixos
niveis de NO sejam benéficos para varias funcdes fisiologicas e celulares,
altos niveis de NO podem causar efeitos prejudiciais nas células. Assim,
quanto maior forem os niveis de NO, maior serd a velocidade de reacdo
com anion superoxido, gerando peroxinitrito, que se liga as proteinas e,
portanto, afetando suas func¢des (Pacher et al., 2007). Embora existam
controvérsias, algumas pesquisas ja relataram uma associagdo positiva
entre a hiperglicemia e a producdo de NO, tanto in vitro quanto em
pacientes diabéticos (Maejima et al., 2001; Ghosh et al., 2011; Adela et
al., 2015).

Baseado nisto, ¢ no fato desta intervencdo nutricional nao ter
mostrado efeitos positivos sobre o perfil glicémico, mantendo-se os niveis
de glicose no sangue, especulou-se que a diminui¢do de oxidantes
encontrada neste trabalho, seria resultado de uma melhora na capacidade
antioxidante plasmaticas destes pacientes. Confirmando esta hipotese, o
consumo de uma castanha-do-Brasil por dia durante seis meses, foi capaz
de aumentar os niveis de GSH e aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes GPx e CAT. Além disso, os achados deste estudo
mostraram uma correlagdo positiva entre as concentracdes séricas de
selénio e estes marcadores do status antioxidante. Neste contexto, esta
propriedade antioxidante ¢ relevante para reduzir o risco de
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desenvolvimento das complicacdes diabéticas (Dincer et al., 2002;
Calabrese et al., 2012).

O aumento nas concentragoes séricas de selénio esta diretamente
associado ao aumento nos niveis de GPx ¢ GSH. A GPx ¢ uma enzima
antioxidante que além de remover o H,O, e peroxidos organicos,
promove a manuten¢do de grupos sulfidricos na forma reduzida (Tsai et
al., 2012). Para inativar um agente oxidante, a GPx utiliza GSH que ¢ um
componente muito importante do sistema de defesa antioxidante
(Halliwell e Guteridge, 2007). Parece que individuos diabéticos
refratarios ao tratamento convencional com hipoglicemiante oral,
apresentam baixos niveis de GSH em detrimento de uma deficiéncia
nutricional dos seus precursores (Sekhar et al, 2011). Assim, visto que a
castanha-do-Brasil apresenta um aminograma com boas quantidades de
metionina e cisteina, isto poderia explicar o aumento dos niveis deste
poderoso antioxidante ndo enzimatico, observado neste estudo.

Por outro lado, os mecanismos pelas quais o selénio pode
impactar no aumento da CAT ainda s@o escassos na literatura. Tomados
em conjunto, os dados discutidos até o momento, poderiam explicar, pelo
menos em parte o aumento da CAT, uma vez que os pacientes
mantiveram o quadro hiperglicémico e hiperinsulinémico, outrora
mencionados como fatores importantes na producdo indireta de H,O,.

Ensaios clinicos que exploram a influéncia da suplementacgdo de
selénio em pacientes com diabetes sdo muito limitados. Nesta populagao,
entretanto, o selénio parece reduzir substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBA-RS), um pardmetro de peroxidacdo lipidica. A
lipoperoxidagdo ¢ uma reacdo bioquimica decorrente da agdo de ERO
sobre as membranas celulares, que leva a sérios danos de estrutura,
faléncia dos mecanismos de troca de metabolitos, e em condigdo extrema,
a morte celular. Um dos produtos gerados por esta reacdo ¢ o MDA, que
possui agdo citotoxica e genotoxica e ja foi visto estar aumentado no DM2
(Kumawat et al., 2012). Ao avaliar os niveis de MDA, antes e depois do
consumo da castanha-do-Brasil, foi verificado uma reducdo deste
marcador. Além disso, esta redugdo esta associada a maiores
concentragdes de selénio.

Em se tratando de proteinas, o excesso na produ¢do de ERO
também pode atacar tais macromoléculas, resultando em oxidacdo das
cadeias laterais de aminoacidos e formagdo de novos grupamentos, tais
como os grupamentos carbonila, levando a perda funcional de proteinas
(Hawkins e Davies, 2001). A literatura diz que individuos com DM?2
possuem maiores niveis de proteinas oxidadas quando comparados com
individuos ndo diabéticos (Narasimhan et al., 2010) e isso esta associado
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as complicagdes desta doenga (Martin-Gallan et al., 2003). Neste estudo,
uma menor oxidacdo de proteinas foi observada, uma vez que os
grupamentos carbonila diminuiram e os niveis de ti6is totais aumentaram.

Poucos estudos com seres humanos avaliaram o efeito da
suplementacao com selénio sobre os marcadores de estresse oxidativo em
pacientes com DM2, ao passo que o presente estudo, ¢ o primeiro a
investigar estes efeitos através do consumo de um alimento fonte.
Adicionalmente, pesquisas analisando os efeitos do consumo da castanha-
do-Brasil em outras condigdes clinicas ja foram realizadas, entretanto os
achados ainda sdo controversos.

O estudo SETCAP conduzido com a populagdo alema, verificou
que a suplementacdo com 200 pg e 500 pg de selenito de sédio por dia
durante 12 semanas aumentou a atividade da enzima GPx nos eritrdcitos
dos pacientes com doenga arterial coronariana, no entanto, os marcadores
de estresse oxidativo, isoprostanos e SOD, ndo foram alterados apds a
suplementacdo com ambas as concentragdes (Schnabel et al., 2008). Por
outro lado, um estudo suplementando selenito de sédio (100 pg/dia) em
pacientes diabéticos tipo 2 descompensados, durante 3 meses, apresentou
reducdo nas concentracdes de TBA-RS quando comparado ao grupo
controle-diabético (Kédhler et al., 1993).

Um estudo clinico randomizado, duplo-cego e controlado,
realizado entre 60 pacientes com DM2 e doenga arterial coronariana,
mostrou que a suplementagdo de selénio (200 pg/dia) por 8 semanas
aumentou significativamente a capacidade antioxidante total, sem alterar
os niveis de GSH e MDA (Farrokhian et al. 2016). Ainda, diferentemente
dos achados do presente estudo, Faghihi et al. (2014) ndo encontraram
alteracdes nos niveis de TBA-RS e capacidade antioxidante total, ao
suplementarem selénio (200 pg/dia) em individuos com DM2.

As castanhas-do-Brasil podem melhorar o sistema antioxidante e
diminuir os danos oxidativos ndo somente por ser uma otima fonte de
selénio, mas também por possuirem um alto teor de compostos fenolicos.
In vitro, estas oleaginosas demonstraram alta atividade antioxidante,
inibiram a lipoperoxidacdo e reduziram os niveis de radicais livres (Pires
etal., 2011). Neste trabalho, o aumento na atividade da GPx ap6s 6 meses
de ingestdo didria de castanha-do-Brasil foi corroborado pelos resultados
de outros estudos (Stockler-Pinto et al., 2010; Cominetti et al., 2012;
Huguenin et al., 2015; Rita Cardoso et al., 2016). Desta maneira, espera-
se que o aumento na atividade desta enzima reduza a producdo de H,0,,
0 que, por sua vez, reduziria os estimulos de peroxidagdo lipidica e de
oxidacdo as proteinas como sugerido por Padurariu et al. (2010). Em
individuos sob hemodidlise, o consumo de uma castanha-do-Brasil por



90

seis meses (*290 pg/dia) reduziu os danos oxidativos avaliados através
dos niveis de 8-isoprostanos e 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-OHdG)
(Stockler-Pinto el al., 2014). Os parametros avaliados neste estudo estdo
entre os marcadores de estresse oxidativo mais utilizados na pesquisa
cientifica. Em detrimento disto, os mesmos nao podem ser considerados
uma indica¢do solida do estado redox porque ainda ndo estdo bem
esclarecidos os mecanismos pelas quais o selénio desempenha seu papel.

A hiperglicemia, carateristica do DM2, aumenta a produ¢do de
ERO e induz dano em DNA (Giacco e Brownlee 2010). Em conjunto,
estes fatores t€m sido associados ao aumento do risco de cancer (Lee e
Chan, 2015). Sabe-se que o aumento da instabilidade gendmica ¢é
considerado uma das causas fundamentais para o desenvolvimento desta
doenca (Ip et al., 2000; Fenech, 2008) e o selénio poderia desempenhar
um papel importante na protegdo celular contra estes danos através da
GPx e outras selenoproteinas, capazes de neutralizar ERO (Rayman,
2012). No entanto, os efeitos do selénio sobre a estabilidade
cromossOmica ainda ndo estdo claros.

Estudos de Xavier e colaboradores (2015), observaram que
individuos diabéticos sem controle glicémico (HbAlc > 7%) possuem
aumento dos danos em DNA quando comparados com DM2 controlado
(HbAlc > 7%), mesmo utilizando hipoglicemiante oral. Além disso,
existem evidéncias de que individuos com DM2 apresentam um sistema
de reparo do DNA menos eficiente (Sliwinska et al., 2008). Blasiak et al.
(2004) comparam a eficiéncia de reparo, em um grupo de pacientes DM2
com a doenca descontrola em relagdo a um grupo de individuos sadios,
em resposta ao dano causado por H,O,. Além de apresentarem um nivel
de dano basal maior do que individuos sadios, quando expostos a um
agente mutagénico, os pacientes com DM?2 apresentaram também uma
menor eficiéncia de reparo.

Um aumento na producdo das ERO poderia também estar
envolvido no dano ao DNA induzido pela homocisteina. A homocisteina
induz dano ao DNA e leva a apoptose celular, ambos processos mediados
pela elevagdo intracelular de H,O,. Uma vez que esse agente mutagénico
ja foi visto causar necrose e instabilidade gendmica em linfocitos
humanos, Crott e Fenech (2001) sugeriram que em concentracdes
elevadas, como visto nos participantes deste estudo, a homocisteina
também desempenha papel genotoxico.

O Ensaio Cometa ¢ utilizado para analisar lesdes gendmicas, tais
como quebras de fita simples e dupla do DNA, sitios 4lcali-labeis e lesdes
oxidativas especificas, as quais sdo passiveis de reparo (Tice et al., 2000).
Adicionando DNA glicosilases a versao cldssica deste ensaio, ¢ possivel
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medir danos de DNA especificos, como bases oxidadas. A enzima mais
comumente utilizada ¢ a FPG, que detecta purinas oxidadas, incluindo 8-
oxoguanina, uma das lesdes de DNA mais comuns resultantes do ataque
de ERO, sendo um importante biomarcador de estresse oxidativo
(Danielsen et al., 2008). Assim, a incubagdo com esta enzima especifica
permite uma estimativa dos niveis de dano oxidativo em DNA (Azqueta
etal., 2009). Os resultados do presente estudo avaliados através do Ensaio
Cometa demonstraram que a ingestao de selénio através da castanha-do-
Brasil pode ter um grande potencial antigenotoxico. Além disso, houve
uma redugdo no dano oxidativo ao DNA, avaliado através do Ensaio
Cometa modificado com o uso da enzima FPG.

Um outro teste utilizado neste estudo para analise da
instabilidade gendmica foi o teste do MN em células esfoliadas da mucosa
bucal, conhecido como the buccal micronucleus cytome (BMCyt) assay
(Thomas et al, 2009). E um ensaio cuja utilizagio para o
biomonitoramento de alteragdes genéticas em seres humanos tém
crescido, uma vez que apresenta algumas vantagens por ser minimamente
invasivo e de rapido preparo, sem necessidade de cultivo celular (Bonassi
etal., 2011). Além disso, o ensaio BMCyt ¢ bastante versatil, pois podem
ser feitas analises de avaliacdo de danos no DNA, proliferacao celular,
diferenciacdo celular e morte celular (Bolognesi et al., 2015). As células
da mucosa bucal sdo importantes fontes de informagdes citogenéticas,
pois constituem a primeira barreira na rota de inalagdo ou ingestao, e sdo
capazes de metabolizar ERO (Blasiak et al., 2004; Holland et al., 2008;
Bolognesi et al., 2013). Em individuos com DM2 e com idade avangada
pode haver uma maior prevaléncia de MN, e isto pode estar associado ao
estresse oxidativo, ocasionando maior grau de genotoxicidade (Blasiak et
al., 2004; Zuniga-Gonzalez et al., 2007; Martinez-Pérez et al., 2007;
Corbi, 2014).

Através do teste de MN em células esfoliadas da mucosa bucal,
foram analisadas as frequéncias de anormalidades nucleares e dano
nuclear, referentes as ultimas 3 semanas antes do teste, uma vez que
tempo de migracdo celular desde a camada basal até a superficie
queratinizada ¢ de 7 a 21 dias (Thomas et al., 2009). Os dados revelaram
que o consumo de uma castanha-do-Brasil ao dia, durante seis meses, por
pacientes diabéticos, apresentou potencial antimutagénico, capaz de
diminuir a frequéncia de células binucleadas, células com brotamento
nuclear e células com MN. A ndo incorporacdo do fragmento
cromossomico leva a exteriorizacdo nuclear do mesmo, ao passo que
dependendo do momento da anélise, sugere-se que o brotamento nuclear
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seja um estagio precoce ou inicial do processo de micronucleagdo
(Salazar et al., 2009).

Poucas publicacbes em humanos correlacionam as quatro
variaveis essenciais abordadas neste estudo: ingestdo de selénio através
da castanha-do-Brasil, DM2, estresse oxidativo e dano em DNA. O
presente trabalho € o primeiro a avaliar os efeitos do consumo de selénio
através de um alimento sobre danos em DNA avaliados pelo ensaio
cometa ¢ BMCyt. Entretanto, a literatura descreve outros estudos que
utilizaram intervengdes nutricionais ¢ medicamentosas, como a
suplementacdo de 4cido folico, consumo de vegetais e o proprio
tratamento convencional do DM2, com consequente redug@o de dano em
DNA caracteristico do paciente diabético (Shaik et al. 2010; Bonassi et
al., 2011; Lazalde-Ramos et al. 2012; Miillner et al. 2013). Lazalde-
Ramos et al. (2012) por exemplo, trataram individuos diabéticos com 5
mg de acido folico durante um més. Estes autores observaram um
aumento do numero de MN, niveis elevados de 8-OHdG e peroxidacdo
de lipideos nestes pacientes, quando comparados com individuos
controle, e apds a intervencao, esses marcadores de dano oxidativo e dano
em DNA foram reduzidos. Ainda, Miillner e colaboradores (2013)
ofereceram 300 g de vegetais e 25 mL de acidos graxos poli-insaturados
por dia a pacientes diabéticos e controles, durante 8 semanas. Os autores
observaram uma correlagdo positiva entre glicemia de jejum aumentada,
HbAlc e a frequéncia de MN, e a intervengao realizada nos participantes
ndo foi capaz de reverter esta frequéncia. Assim, estes autores também
chegaram a conclusdo do quadro de instabilidade gendmica em pacientes
diabéticos.

Quanto aos efeitos do selénio por si s, Wu e colaboradores
(2009) descreveram que o uso de SeMet in vitro, pode melhorar a
instabilidade gendmica em linfécitos de seres humanos, quando este
mineral encontra-se em niveis de até 430 pg/L, mas que, acima disto
poderia exercer efeito citotoxico.

A castanha-do-Brasil ¢ reconhecida por ser a melhor fonte
vegetal de selénio encontrada na natureza, além de possuir boas
quantidades de compostos fenolicos e acidos graxos insaturados. A
simples recomendacdo didria desta oleaginosa, parece ser uma opg¢ao
efetiva para a modulacdo da instabilidade gendmica apresentada pelos
pacientes avaliados neste estudo, uma vez que os resultados mostraram
uma reducdo significativa nos dados obtidos a partir do ensaio cometa e
BMCyt. Esta bem claro na literatura, que um desequilibrio entre as
defesas antioxidantes e um aumento na produgdo de ERO fazem parte da
fisiopatologia do DM2 (Giacco e Brownlee, 2010). Adicionalmente, o
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dano oxidativo em DNA tem papel fundamental no aparecimento de
mutacdes, portanto, compostos que previnam, revertam ou reduzam essas
alteracdes sdo pensados como potenciais substancias para a prevencao de
doencas associadas a instabilidade gendmica (Wang et al., 2016), um
fator decisivo na iniciagdo e progressao do cancer (Ferguson et al., 2015).

Os mecanismos pelos quais o selénio atua sobre os danos em
DNA ainda ndo estdo claros. Entretanto, alguns estudos afirmam que ha
uma associagdo entre este mineral e fatores responsaveis pelo reparo do
DNA, o que auxiliaria na manuteng¢ado da estabilidade genémica (Bera et
al., 2013). Os achados de Jung et al. (2013), sugerem que compostos
organicos de selénio podem aumentar a interacdo das proteinas Gadd45,
PCNA e APEIL. A APE 1 é uma endonuclease chave da via de reparo do
DNA por excisdo de bases (BER). Os autores ainda descrevem que esta
interagdo seria mediada por p53, que ¢ considerado um “guardido” do
genoma. Este trabalho ndo avaliou tais proteinas, portanto, ¢ plausivel
propor que os resultados do presente trabalho sugerem que a modulacao
dos danos em DNA observados em individuos com DM2 possivelmente
ocorre através do aumento na capacidade antioxidante, levando & uma
reducdo dos niveis de oxidantes, e consequentemente menores danos em
DNA.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram que individuos
diabéticos podem beneficiar-se do consumo didrio da castanha-do-Brasil,
pois os participantes apresentaram uma melhora no perfil lipidico,
reducdo na producdo de oxidantes, aumento no sfatus antioxidante e
reduc@o dos danos oxidativos a proteinas, lipidios e DNA. Além disso,
esta intervencdo nutricional apresentou potencial efeito antigenotdxico e
antimutagénico, por reduzir a fragmentacdo do DNA e a frequéncia de
MN, essenciais na instabilidade gendmica observada no DM2. Entretanto,
estas alteragdes positivas ndo foram acompanhadas de melhora da
homeostase glicémica.

Sendo assim, é importante ressaltar que a suplementagdo de
micronutrientes ndo deve ser uma pratica rotineira porque precisa ser
individualizada e mediante sua deficiéncia. Por isso, mais estudos sdo
necessarios a fim de se comprovarem os reais efeitos do uso de selénio,
em forma de suplemento ou através do consumo da castanha-do-Brasil,
por individuos com DM2, e avaliar possiveis efeitos colaterais.
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frequentam as Clinicas Integradas,e submetidos ao consumo de 1 unidade de castanha do Brasil por dia,
durante 6 meses.

Seréo realizadas duas coletas de sangue e de mucosa oral, sendo a primeira imediatamente antes do inicio
do estudo e apdés 6 meses de tratamento, para as analises laboratoriais necessarias ao estudo.

Além disso, sera aplicado aos participantes: i) questionario de frequéncia alimentar;

ii) questionario de habitos de vida e; iii) escore de Framimghan.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar os efeitos do consumo de selénio através da castanha do Brasil sobre a instabilidade genémica, o
descontrole metabolico e possiveis efeitos epigenéticos em individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Objetivo Secundario:
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Quantificar os niveis de selénio e selenoproteina P antes e depois da ingestédo da castanha do Brasil em
soro de individuos com diabetes mellitus tipo 2; Avaliar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha do Brasil sobre danos em DNA em sangue periférico e mucosa bucal de individuos com diabetes
mellitus tipo 2; Analisar os efeitos da ingestdo de selénio através da castanha do Brasil sobreparametros de
estresse oxidativo em soro de individuos com diabetes mellitus tipo 2; Investigar os efeitos da ingestao de
selénio através da castanha do Brasil sobre o metabolismo da glutationa em soro de individuos com
diabetes mellitus tipo 2; Avaliar a capacidade do consumo de selénio através da castanha do Brasil em
auxiliar no controle dos perfis glicémico, lipidico, hepatico, tireoidiano e hematolégico em soro de individuos
com diabetes mellitus tipo 2; Verificar os habitos de vida, frequéncia alimentar e risco de doenca coronariana
em individuos com diabetes

mellitus tipo 2; Investigar a capacidade da ingestéo de selénio através da castanha do Brasil em modular a
instabilidade genémica em sangue de individuos com diabetes mellitus tipo 2; Avaliar os possiveis efeitos da
ingestdo de selénio através da castanha do Brasil sobre a modulagdo de moléculas das vias de sinalizagdo
intracelular da insulina e inflamag&o em linfocitos de individuos com diabetes mellitus tipo 2; Investigar os
possiveis efeitos da ingestédo de selénio através da castanha do Brasil sobre a modulagéo de parametros
epigenéticos em sangue de individuos com diabetes mellitus tipo 2; Avaliar os efeitos da ingestao da
castanha do Brasil sobre o conteido de metais em sangue total de individuos com diabetes mellitus tipo 2.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Considere-se o desconforto previsto por ocasido da retirada de amostra de sangue venoso do brago direito
ou esquerdo e amostra do epitélio bucal direito e esquerdo. Os pesquisadores comprometem-se a, Durante
a aplicagdo do projeto de pesquisa, analisar frequentemente a possibilidade de danos imediatos ou
posteriores, em cada voluntario ou na coletividade. Os riscos serdo avaliados considerando a dimenséo
fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual do ser humano. Detectado qualquer risco ou
dano ao voluntéario, previsto, ou ndo neste documento o pesquisador comunicara imediatamente o
CEP/CONEP, e avaliara em carater emergencial a adequagéo ou suspensédo do estudo. O pesquisador
garante assisténcia integral e gratuita pelo tempo que for necesséario em casos de danos decorrentes direta
ou indiretamente da participagao.

BENEFICIOS: Aprofundar o conhecimento da acdo do selénio através do consumo de castanha do Brasil no
controle do estado hiperglicémico e consequente modulagéo da instabilidade genémica
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avaliada nos pacientes diagnosticados com DMT2. Além disso, sera disponibilizado aos participantes deste
projeto o acesso aos resultados de todos os exames bioquimicos realizados durante a execugéo do projeto
de pesquisa, e orientagdo nutricional, visando & melhora da qualidade de vida dos participantes, ao final
desta.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Relevante por buscar ampliar o conhecimento sobre fatores de protecao e enfrentamento das alteracdes
metabolicas decorrentes do diabetes tipo Il, condicdo mérbida bastante prevalente.
Considerac¢des sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Presentes e adequados.

Recomendacoes:

Desnecessaérias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

CRICIUMA, 29 de Maio de 2015

Assinado por:
RENAN ANTONIO CERETTA

(Coordenador)
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

1. Dados do projeto
1.1 Titulo: Efeitos da ingestdo de selénio através da castanha do Brasil
sobre parametros genéticos, epigenéticos e bioquimicos em
individuos com diabetes mellitus tipo 2.
1.2 Unidade executora: Universidade do Extremo Sul Catarinense.
1.3 Locais de coleta: A pesquisa sera realizada nas Clinicas Integradas
da UNESC, uma das estruturas da Unidade Académica de Ciéncias da
Saude (UNASAU).
1.4 Pesquisadores: Dra. Vanessa Moraes de Andrade

Tamires Pavei Macan
Endereco eletronico: tamiresmacan@gmail.com
1.5 Telefone da pesquisadora responsavel: (48) 3431 2758.
1.6 Justificativa: A diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) ¢ uma doenga
metabodlica cada vez mais prevalente que ocorre em grande parte,
devido as mudancas ambientais ¢ no estilo de vida. Os estados
cronicos de hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia podem
levar ao estresse oxidativo, que também esta envolvido na progressao
da doenca e contribui para o aparecimento das complicagdes
associadas a DMT2 ¢ a oxidagao do acido desoxirribonucleico (DNA).
Portanto, a qualidade do controle glicémico ¢ fundamental para
prevenir a oxidagdo do DNA e para isso, a dieta torna-se fundamental.
A ingestdo de micronutrientes a partir de fontes alimentares ¢
preferivel as praticas de suplementacdo alternativas quando o objetivo
¢ melhorar o estado nutricional de uma populagdo, pois os alimentos
apresentam baixo custo, sdo sustentdveis e t€ém menor risco de
toxicidade. Sabe-se que a castanha do Brasil apresenta diversos
beneficios a satde é considerada até o momento, a melhor fonte
alimentar vegetal de selénio. Diversos estudos ja demonstraram o
papel do selénio na manutengao da estabilidade genomica, protegendo
contra a formacdo de adutos de DNA, quebras cromossomicas ou de
DNA e contra o ganho ou perda de cromossomos, além ter impacto
sobre a capacidade de reparo do DNA. Dado o fato que o selénio
apresenta efeitos benéficos para a homeostase glicEémica, o objetivo
deste trabalho ¢ avaliar os efeitos da ingestdo de selénio através da
castanha do Brasil sobre a modulacdo da instabilidade gendmica e
metabolica através de parametros genéticos, epigenéticos e
bioquimicos em individuos com DMT?2.
1.7 Objetivos do projeto: Investigar os efeitos do consumo de selénio
através da castanha do Brasil sobre a instabilidade gendmica, o
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descontrole metabolico e possiveis efeitos epigenéticos em individuos
com diabetes mellitus tipo 2.

2. Informagoes ao voluntario

2.1 Participacdo no projeto: o voluntario participara deste projeto
através da doacdo de sangue e células esfoliadas da mucosa da bucal
para a realizacdo de todas as analises. Além disso, devera responder a
um questionario sobre habitos de vida.

2.2 Duragdo da atividade: aproximadamente 30 minutos.

2.3 Riscos e desconfortos: durante a elaboracdo do projeto de
pesquisa, ndo foram detectados riscos para o voluntario participante
do projeto. O desconforto previsto resume-se a retirada de uma
amostra de sangue venoso do brago direito ou esquerdo e amostra de
células esfoliadas da mucosa bucal de ambos os lados, direito e
esquerdo. Durante a aplicacdo do projeto de pesquisa serd analisada
frequentemente a possibilidade de danos imediatos ou posteriores, em
cada voluntario ou na coletividade, bem como de riscos que ndo se
justificam pelo beneficio esperado. Os riscos serdo avaliados
considerando a dimensdo fisica, psiquica, moral, intelectual, social,
cultural ou espiritual do ser humano. Detectado qualquer risco ou dano
ao voluntario, previsto, ou ndo neste documento o pesquisador
comunicara imediatamente o CEP/CONEP, e avaliard em carater
emergencial a adequacdo ou suspensdo do estudo. O pesquisador
garante assisténcia integral e gratuita pelo tempo que for necessario
em casos de danos decorrentes direta ou indiretamente da participacao
do estudo.

2.4 Beneficios esperados: Existe uma forte ligacdo entre a DMT2 e a
presenca de danos ao DNA, uma vez que a persisténcia do estado
hiperglicémico, caracteristico da DMT2, gera uma producdo
excessiva de radicais livres. Os estudos que buscam solugdes para o
controle da geracdo de radicais livres, consequente do estado
hiperglicémico em pacientes diabéticos sdo cada vez mais comuns, e
o selénio é um dos focos desses estudos. Dessa forma, com esse
trabalho pretende-se aprofundar o conhecimento da agdo do selénio
através do consumo de castanha do Brasil no controle do estado
hiperglicémico e consequente modulagdo da instabilidade genomica
avaliada nos pacientes diagnosticados com DMT2. Além disso, sera
disponibilizado aos participantes deste projeto o acesso aos resultados
de todos os exames bioquimicos realizados durante a execucgdo do
projeto de pesquisa, e orientacdo nutricional, visando a melhora da
qualidade de vida dos participantes, ao final desta.
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2.5 Critérios de confidencialidade, privacidade, anonimato e sigilo:
todas as analises serdo realizadas de forma confidencial, sem
identificagdo do voluntario. Os resultados serdo informados
diretamente ao voluntario pela coordenacdo do projeto. As
publicagdes provenientes do projeto nao incluirdo o nome do doador
nem qualquer outra informacdo que possa identifica-lo. Os
prontuarios dos participantes serdo acessados, visando obtengdo de
informagdes de contato pessoal, e de diagnostico de DMT2, e sera
garantido o sigilo dos dados obtidos.

2.6 Destino do material bioldgico coletado: As amostras ficardo
armazenadas sob a forma de biorrepositorio no Laboratério de
Genética Toxicologica da UNESC, sob responsabilidade da Dra.
Vanessa Moraes de Andrade. As amostras serdo coletadas e
armazenadas para as analises propostas, apenas com autorizacdo do
participante. Depois de efetuadas as avaliagdes previstas neste projeto,
as amostras serdo descartadas, ndo podendo ser reutilizadas para
outros fins.

2.7 Este documento sera elaborado e assinado em duas vias, sendo
uma retida com o pesquisador responsavel e outra ficard com o
participante.

2.8 O participante tem plena liberdade de recusar-se a participar dessa
pesquisa ou retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa,
sem que sofra qualquer tipo de penalizagdo.

Consentimento do voluntario

B, o , apos ler este
documento e uma vez esclarecida minha participa¢do no projeto de
pesquisa aqui referido, concordo em:

(a) Responder adequadamente o questionarios em anexo (anexo I11);

(b) Doar uma amostra de sangue venoso e amostra de células
esfoliadas da mucosa bucal, coletada por profissional habilitado, com
material totalmente estéril e descartavel, a qual sera utilizada para
realizacdo de analises bioquimicas e moleculares.

Assinatura do voluntario:

Assinatura do coordenador do projeto:

Local e data:
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