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RESUMO

Huguenin, Grazielle Vilas B6as. Efeito do granulado de Castanha-do-Brasil associado a
dieta nos biomarcadores de estado antioxidante e parametros da microcirculagio
sisttmica em individuos hipertensos e dislipidémicos. Rio de Janeiro, 2014. Tese
(Doutorado em Cardiologia/ Ciéncias) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, 2014.

Objetivos: Avaliar o efeito do granulado da Castanha-do-Brasil associado a dieta na
qualidade da dieta, marcadores do estado antioxidante e parametros da microcirculagédo
sistémica em pacientes hipertensos e dislipidémicos. Métodos: Noventa e um pacientes
hipertensos e dislipidémicos de ambos os sexos (51,6% homens) com média de idade 62,1
+ 9,3 anos realizaram um ensaio clinico crossover, randomizado, duplo cego, controlado
por placebo, e receberam granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil
(GCB) 13 g/dia (= 227,5 ng/dia selénio) ou placebo associados a dieta individualizada, por
12 semanas, com washout de 4 semanas. O indice de Qualidade da Dieta Revisado (IQD-
R) foi calculado no inicio e final de cada intervencdo. Foram realizadas medidas
antropomeétricas, analises laboratoriais (bioquimica, selénio plasmatico (Se), a atividade da
GPx3, capacidade antioxidante total do plasma (CAQOT), o 8-epi PGF»,, a LDL-oxidada e
plasmatico), clinicas e funcdo endotelial microvascular em cada intervencdo. A funcao
endotelial microvascular foi avaliada com o Laser Speckle Contrast Imaging no bragco em
repouso durante o teste de hiperemia reativa pés-oclusiva (HRPO) e iontoforese com
acetilcolina (ACh). Resultados: Néao foi observada mudanca na qualidade da dieta ao
longo do estudo. O consumo de Castanha-do-Brasil aumentou significativamente o selénio
plasmaético, a atividade da GPx3 e NO2" + NOsplasmético apds 12 semanas, e reduziu
3,25% a LDL-oxidada plasmatica (p<0,05). Foi observada associacdo inversa entre a
atividade da GPx3 e a LDL-oxidada durante a intervencdo com Castanha-do-Brasil (p =
0,032). Apos ajuste para sexo, idade, diabetes, tabagismo e IMC, a associacdo inversa entre
8-epi PGF2a plasmatico e a atividade da GPx3 foi significativa (B -1,292, 1C95% -2,288; -
0,296, p = 0,012). Contudo, ndo foi observado efeito sobre a resposta endotelial
microvascular a ACh (p > 0,05). E o estimulo da HRPO mostrou reducéo significativa da
Condutancia Vascular Cutanea (CVC) do Pico max. apds a intervencdo com GCB, porém
quando o valor de incremento foi padronizado pelo fluxo basal (HRPO CVC Pico-basal), o
resultado ndo mostrou diferenca estatistica apés o consumo de GCB (p > 0,05). O
recrutamento de capilares aumentou significativamente em ambas as intervencdes.
Conclusao: O consumo do GCB contribuiu para a redugdo da LDL-oxidada, aumento da
atividade enzimatica da GPx3 e aumentou da producdo de Oxido nitrico em pacientes
hipertensos e dislipidémicos. A intervencdo nutricional contribuiu para o aumento do
recrutamento de capilares apos 12 semanas em ambas as intervencgdes. Contudo, ndo foi
observado mudanca na resposta endotelial microvascular a ACh, e houve reducéo
significativa da vasodilatacdo dependente do endotélio no pico maximo da HRPO apds 12
semanas de intervencdo em pacientes hipertensos e dislipidémicos.

Palavras-chave: Hipertensdo, dislipidemia, funcdo endotelial, estresse oxidativo,
Castanha-do-Brasil e ensaio clinico randomizado.



ABSTRACT

Huguenin, Grazielle Vilas Bbas. Effect of granulated Brazil nut associated with diet on
biomarkers of antioxidant status and parameters of the systemic microcirculation in
hypertensive and dyslipidemic subjects. Rio de Janeiro, 2014. Thesis (PhD on
Cardiology / Sciences) — Medical School, Federal University of Rio de Janeiro, 2014.

Objectives: To evaluate the effect of granulated Brazil nut associated with diet on diet
quality, biomarkers of antioxidant status and parameters of the systemic microcirculation
in hypertensive and dyslipidemic subjects. Methods: Ninety-one hypertensive and
dyslipidemic patients, 51.6% men, mean age 62.1+9.3 years performed a crossover trial,
randomized, double blind, placebo-controlled. They received a dietary prescription and
13g/day of partially defatted granulated Brazil nut (= 227.5 pg/day selenium) or 10g/day of
placebo during 12 weeks with a 4 weeks washout period. Diet Quality Index Revised
(DQI-R) was evaluated at the beginning and the end of each intervention. Anthropometric
characteristics, laboratory assessment (serum biochemistry, plasma selenium (Se), activity
of GPx3, total antioxidant capacity of plasma (TAC), 8-epi PGF2a, oxidized LDL and
plasma NO2™ + NO3), blood pressure measurement and microvascular endothelial function
in each intervention were investigated. Microvascular endothelial function was assessed by
Laser Speckle Contrast Imaging at rest on the forearm during post-occlusive reactive
hyperemia (PORH) and acetylcholine iontophoresis tests. Results: There was no change in
the quality of the diet during the study. Granulated Brazil nut significantly increased
plasma selenium, activity of GPx3 and plasma NO. + NOgz™ after 12 weeks. Also reduced
3.25% of oxidized LDL (p <0.05). Inverse association between the activity of GPx3 and
plasma oxidized LDL was observed during intervention with the granulated Brazil nut (p =
0.032). After adjustment for sex, age, diabetes, smoking status and BMI, an inverse
association between plasma 8-epi PGF2a and the activity of GPx3 was significant (B -
1.292, 95% CI -2.288, -0.296, p = 0.012). However, no effect on microvascular endothelial
response to acetylcholine was observed (p > 0.05), and stimulation of PORH showed a
significant reduction of cutaneous vascular conductance (CVC) peak max. after
intervention with granulated Brazil nut. However, when the increment value was
standardized by the baseline flow (CVC Peak-basal PORH), the result was not statistically
different after consumption of granulated Brazil nut (p > 0.05). The capillary recruitment
was significantly increased in both interventions. Conclusion: Partially defatted granulated
Brazil nut contributed to the reduction of oxidized LDL, increasing of the enzymatic
activity of GPx3 and increasing levels of nitric oxide in hypertensive and dyslipidemic
patients. The nutritional intervention contributed to the increase of capillary recruitment
after 12 weeks in both interventions. However, no changes were observed in microvascular
endothelial response to acetylcholine and there was a significant reduction in endothelium-
dependent vasodilation in the maximum peak during PORH after 12 weeks of granulated
Brazil nut intervention in hypertensive and dyslipidemic patients.

Keywords: Hypertension, dyslipidemia, endothelial function, oxidative stress, Brazil nut
and randomized clinical trial.
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1 INTRODUCAO

As doencas do aparelho circulatério sdo as principais causas de morte em homens e
mulheres no Brasil. Segundo dados de 2012 divulgados pelo DATASUS, as doencas do
aparelho circulatério representaram 28,2% dos 0bitos no Brasil (1). A hipertensdo arterial
sistémica (HAS) € a condi¢cdo mais comum nos cuidados de salde primarios e leva ao
infarto agudo do miocardio, acidente vascular encefalico, insuficiéncia renal e morte se ndo
for detectada precocemente e tratada adequadamente (2). No panorama mundial, cerca de
40% das pessoas com idade superior a 25 anos, tém pressdo arterial elevada (3). A
dislipidemia, em particular, a dislipidemia aterogénica, esta associada com a fisiopatologia
das doencas cardiovasculares (DCV). O estudo de Framingham foi um dos primeiros
estudos a demonstrar a relacdo direta do colesterol total e LDL-colesterol (LDL-c) e
relacdo inversa do HDL-colesterol (HDL-c) com a incidéncia de doenca coronariana até 80
anos de idade em homens e mulheres (4). Gigante et al. analisaram dados de 49.395
adultos residentes nas capitais brasileiras e no Distrito Federal e observaram taxa
autorreferida de dislipidemia proxima de 16,5% (5).

O estresse oxidativo € resultado do desequilibrio entre o sistema pro-oxidante e
antioxidante, com predominio dos oxidantes e consequentes danos oxidativos (6). Estudos
mostraram que o estresse oxidativo esta associado a disfuncdo endotelial na hipertenséo (7)
e hipercolesterolemia (8). Estudos prospectivos, em humanos, demonstraram que a
disfungdo endotelial é um preditor independente de eventos cardiovasculares adversos e de
mau progndstico em longo prazo (9). Foi demonstrado que individuos hipertensos e
dislipidémicos apresentam funcdo endotelial reduzida em comparacdo com controles
saudaveis (10), e a agressdo do endotélio vascular esta diretamente relacionada a disfuncédo
endotelial (11). Existe uma associacao entre a melhora da fungdo endotelial e 0 aumento da
sobrevida em pacientes com doenca arterial coronariana (12), portanto a avaliacdo da

microcirculacdo é importante nas doengas cardiovasculares (13).

O impacto de uma dieta ndo saudavel no risco de doengas cronicas como as
doengas cardiovasculares foi demonstrado em diversos estudos (14-16). Padrdes
alimentares caracterizados por um maior consumo de frutas, vegetais, graos integrais,
laticinios com baixo teor de gordura e carnes magras estdo associados a um menor risco de

morbidade e mortalidade (17, 18). As castanhas sdo alimentos de alto valor energético e
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nutricional, devido ao elevado teor de L-arginina, vitaminas antioxidantes, acido folico,
compostos fenolicos e fitosterdis. As nozes possuem alto teor de acido alfa-linolénico,
além dos compostos citados. Esses componentes tém sido associados aos efeitos benéficos
das castanhas na saude cardiovascular (19, 20), incluindo a melhora da funcéo endotelial
(21), reducéo dos lipideos séricos (22) e a reducdo do risco de hipertensdo (23). Por essa

razao ja sdo consideradas componentes de uma dieta cardioprotetora (24).

A Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa), além de apresentar as caracteristicas
nutricionais comuns ao grupo das castanhas, € o alimento que possui 0 maior contetdo de
selénio (Se) na sua composicdo (25). O Se é um componente chave das selenoproteinas
envolvidas em fungdes enzimaticas antioxidantes, anti-inflamatérias e no metabolismo dos
horménios tireoidianos (26, 27). Foi demonstrado que o consumo de Castanha-do-Brasil é
capaz de melhorar, significativamente, a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx),
uma selenoproteina envolvida no processo de dismutacdo dos perdxidos de hidrogénio
(28). Um dUnico estudo, até o momento, buscou relacionar a Castanha-do-Brasil com a
funcdo microvascular em adolescentes obesas, e observou melhora do fluxo médio

sanguineo e do fluxo maximo apds a intervencdo com Castanha-do-Brasil (29).

O granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil é produzido ap6s
a extragdo parcial mecénica do o6leo extravirgem da Castanha-do-Brasil, quando o
composto resultante da extracdo do lipideo é triturado e comercializado. O granulado
apresenta reducdo de aproximadamente 35% do teor de lipideos em comparacdo a
Castanha-do-Brasil. Porém, é capaz de preservar as caracteristicas da Castanha-do-Brasil
in natura, em relacdo ao alto teor de selénio e polifendis totais. Além disso, € um produto
de facil inclusdo no cardapio de pequenas e grandes refeicdes, e como ingrediente de
receitas. Nossa hipotese se baseia no efeito protetor relacionado aos compostos benéficos
da Castanha-do-Brasil como coadjuvante no tratamento nutricional da hipertensdo e
dislipidemia de forma a contribuir para a melhora do estado antioxidante e disfungéo

endotelial presente nesses individuos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO DAS DOENGAS CARDIOVASCULARES

Mundialmente, o envelhecimento da populacdo, a globalizagdo, a répida
urbanizacéo e o crescimento populacional tém padrfes de doenca voltados para as doencas
crénicas ndo transmissiveis (DCNT). As doencas cardiovasculares (DCV) sdo, atualmente,
responsaveis por cerca de metade das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT). As
DCNTs tém ultrapassado as doencas transmissiveis, tidas como grande causa de doencas
no mundo, sendo as DCVs a principal causa de morte, responsavel por 17,3 milhdes de
mortes por ano, um ndmero que devera crescer para > 23,6 milhdes em 2030. Cada vez
mais, as populacdes afetadas sdo aquelas em paises de baixa e média renda, onde 80%
dessas mortes ocorrem, geralmente, em idades mais jovens do que nos paises de renda

mais alta, e 0s recursos humanos e financeiros sdo mais limitados (30, 31).

As doencas do aparelho circulatorio sdo as principais causas de morte em homens e
mulheres no Brasil. Segundo dados de 2012, divulgados pelo DATASUS, as doengas do
aparelho circulatério representam 28,2% (333.295 6bitos) da mortalidade no Brasil (1).
Dentre essas doencgas, as principais causas de ébito sdo as doencas isquémicas do coracdo
(104.397 06bitos) e as doencas cerebrovasculares (100.194 6bitos) (1).

Entretanto, de 1980 a 2005, observou-se significativa reducdo da mortalidade por
DCV (-33,25%), tanto em homens (-32,37%) como em mulheres (-34,46%); decorrente da
reducdo da mortalidade por suas principais causas, as doencas isquémicas do cora¢do em
homens (-31,32%) e mulheres (-29,23%); e doencas cerebrovasculares em homens (-
33,38%) e mulheres (-38,30%) (32).

Em estudo recente, autores investigaram a evolucdo dos indicadores
socioecondmicos e a mortalidade cardiovascular nos estados do Rio de Janeiro, Rio
Grande do Sul e S&o Paulo. Observaram forte correlagéo entre a queda da mortalidade
infantil, a elevacdo do Produto Interno Bruto per capita e 0 aumento da escolaridade com a
reducdo na mortalidade por doenca arterial coronariana (DAC), doenca isquémica do
coracdo e doenca cerebrovascular em adultos na série temporal de 1980 a 2008 (33).
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Os principais fatores de risco para infarto do miocéardio ou morte por doenca
coronariana, no periodo de 10 anos, foram propostos em 1961 pelo Estudo de Framingham
e incluem tabagismo , HAS, diabetes mellitus, dislipidemia, sedentarismo, idade avancada

e sexo masculino (34).

2.2 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

A pressdo arterial varia em razdo da interacdo de fatores neuro-humorais,
comportamentais e ambientais(35).E a HAS é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressdo arterial, que se associa
frequentemente a alteracdes funcionais e/ou estruturais dos 6rgdos-alvo (coracao, encéfalo,

rins e vasos sanguineos) e a alteracdes metabolicas (36).

A HAS ¢é a condi¢do mais comum nos cuidados de saude primérios e leva ao infarto
do miocardio, acidente vascular encefalico, insuficiéncia renal e morte se nao for detectada

precocemente e tratada adequadamente (2).

No panorama mundial, cerca de 40% das pessoas, com idade superior a 25 anos,
tém pressdo arterial elevada (presséo arterial sistolica > 140 mmHg ou pressdo arterial
diastolica > 90 mmHg) (3). Autores demonstraram que inquéritos de salde dos EUA e
estudos epidemiol6gicos estimaram tendéncias mundiais para reducdo na prevaléncia de
HAS ndo controlada ajustada para idade, variando, em homens, de 33% (IC 95%: 28-39)
em 1980, para 29% (IC 95%: 27-31), em 2008; em mulheres, de 29% (IC 95%: 25-34)
para 25% (IC 95%: 23-27), respectivamente. Porém, o nimero de pessoas com HAS nao
controlada aumentou de 605 milhdes (537-680 milhdes), em 1980, para 978 milhdes (921-
1040 milhdes) em 2008 (37).

Inquéritos populacionais em cidades brasileiras, nos Gltimos 20 anos, apontaram
uma prevaléncia de HAS acima de 30%; 22 estudos encontraram prevaléncias entre 22,3%
e 43,9% (meédia de 32,5%), com mais de 50% entre 60 e 69 anos e 75% acima de 70 anos
(36). Entre os géneros, a prevaléncia foi de 35,8% nos homens e de 30% em mulheres,
semelhante a de outros paises. Revisdo sistematica quantitativa de 2003 a 2008, de 44
estudos em 35 paises, revelou uma prevaléncia global de 37,8% em homens e 32,1% em

mulheres (36). Dentre as capitais brasileiras o Rio de Janeiro apresentou a maior
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prevaléncia de HAS (31%, IC 95% 29,1-32,8), enquanto que Palmas apresentou a menor
prevaléncia (16,9%, IC 95% 14,3-19,5) de acordo com dados de 2004-2005.

Franco et al (38), com base nos dados do estudo de Framingham, demonstraram
que homens e mulheres hipertensos apresentavam expectativa de vida total 5,1 e 4,9 anos
menor do que normotensos, respectivamente. Uma meta-analise, sobre os efeitos do
tratamento para HAS, concluiu que o tratamento com qualquer regime medicamentoso
comumente usado reduz o risco de eventos cardiovasculares totais e mostrou que reducdes
significativas, na pressao arterial, podem produzir reduces maiores no risco (39). Estudo
realizado por Gu et al, com base nos dados do NHANES Il (Third National Health and
Nutrition Examination Survey), investigou individuos adultos hipertensos com pressao
arterial maior que 140/90 mmHg, e concluiu que a hipertensdo descontrolada e sem
tratamento foi associada ao aumento do risco de mortalidade total e cardiovascular entre a

populagéo geral de hipertensos (40).

Um fator que contribui, significativamente, para o ndo controle da presséo arterial é
a ndo adesdo ao tratamento (41). Entende-se que os pacientes que tém a sua pressao arterial
bem controlada sdo aqueles que, presumidamente, mantém uma boa adesao, enquanto que
aqueles que ndo tém a sua pressdo sob controle sdo os que tém adesdo ao tratamento

passivel de questionamento (42).

Além disso, a relacdo entre o nivel de pressdo sanguinea e de morbidade
cardiovascular e mortalidade pode ser demonstrada por meio de uma curva em J (43).
Contudo, o ponto mais baixo da curva, a pressdo 6tima, ndo parece ser 0 mesmo para todos
os pacientes. A meta geral de pressdo arterial é <140/90 mmHg para pacientes com doenca
cardiovascular ou doenca renal cronica, enquanto, para pacientes com diabetes mellitus, a
meta de pressdo arterial é <130/85 mmHg (2). As metas da pressdo arterial, encontradas
em diretrizes, sdo, em parte, baseadas em estudos de intervencdo randomizados em que
diferentes pontos de corte foram comparados, e parece que, cada vez mais, 0s estudos estdo
sugerindo valores mais baixos para meta da pressdo arterial, 0 que aumenta o nimero de

pacientes com presséo arterial ndo controlada.

No Brasil, os desafios do controle e prevencdo da HAS e suas complicagdes séo
pontos importantes de reflexdo e discussdo. Nesse contexto, o Ministério da Saude
preconiza que sejam trabalhadas as modificacGes de estilo de vida, fundamentais no

processo terapéutico e na prevencdo da HAS. A alimentagdo adequada, sobretudo quanto
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ao consumo de sal, o controle da massa corporal, a pratica de exercicio fisico , 0 abandono
do tabagismo e a reducdo do uso excessivo de &lcool sdo fatores que precisam ser
adequadamente abordados e controlados, sem 0s quais 0s niveis desejados da pressao
arterial poderdo nédo ser atingidos, mesmo com doses progressivas de medicamentos (44).
No Brasil, estudos populacionais realizados nos ultimos quinze anos revelaram baixos

niveis de controle da pressdo arterial por hipertensos (19,6%) (36).

Mudancas de estilo de vida sdo recomendadas, na prevencdo primaria e secundaria
da HAS, para promover a reducdo da pressdao arterial bem como da mortalidade
cardiovascular (36). Estudos clinicos mostram que o efeito hipotensor das modificagdes
especificas do estilo de vida pode ser equivalente a monoterapia de medicamentos (45),
embora a grande desvantagem seja o baixo nivel de adesdo ao longo do tempo, 0 que
requer uma acao especial para ser superada. Mudancas adequadas de estilo de vida podem,
com seguranca e eficicia, retardar ou prevenir a HAS em individuos nédo-hipertensos,
retardar o tratamento médico no grau | de HAS e contribuir para a reducdo da pressao
arterial em individuos hipertensos que ja fazem uso de tratamento farmacoldgico,
permitindo a reducdo das doses e do numero de agentes anti-hipertensivo (46). Além do
efeito redutor da pressdo arterial, as mudancas no estilo de vida contribuem para o controle
de outros fatores de risco cardiovascular e condic@es clinicas (47).

As mudangas de estilo de vida, recomendadas, que demonstraram capacidade de
reducdo da pressao arterial sdo: (1) a restricdo de sal, (2) a moderacdo do consumo de
alcool, (3) o consumo frequente de vegetais e frutas e alimentos baixo teor de gordura, (4)
a reducdo da massa corporal e manutencdo e (5) exercicio fisico (48). Junto a isso, a
recomendacdo sobre a cessacdo do habito de fumar é obrigatdria, a fim de melhorar o risco
cardiovascular e, em razdo do cigarro, possuir efeito vasoconstritor agudo que pode
aumentar a pressdo arterial (49, 50).

Aspectos do padrdo alimentar associados ao controle da pressdo arterial sé@o

discutidos mais a frente.

Além de controlar a pressdo arterial nos individuos hipertensos, € essencial
identificar e tratar outros fatores de risco modificaveis, particularmente a hiperlipidemia,

entre hipertensos (51).
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2.3 DISLIPIDEMIA

O colesterol circula pelo sangue em particulas distintas, contendo lipideos e
proteinas (lipoproteinas). Trés classes principais de lipoproteinas sdo encontradas no soro
humano em jejum: lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de alta densidade
(HDL), e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Outra classe de lipoproteina, a
lipoproteina de densidade intermédia (IDL), ocorre entre 0 VLDL e LDL; porém na pratica

clinica, a IDL esta incluida no valor da LDL(52).

O colesterol da LDL (LDL-c) representa tipicamente 60-70 % do colesterol total no
soro. A LDL é composta por uma Unica apolipoproteina, a apo B-100 (Apo B)(52). LDL é
a principal lipoproteina aterogénica e tem sido identificada pelo NCEP (National
Cholesterol Education Program) como o alvo principal do tratamento para reducdo do
colesterol(53). O colesterol da HDL (HDL-c) representa 20-30% do colesterol total no
soro. As apolipoproteinas principais da HDL sdo apo Al e apo A-11(52). As concentragdes
de HDL-c séo inversamente relacionados com o risco de doenca coronariana (54).
Algumas evidéncias indicam que a HDL protege contra o desenvolvimento de
aterosclerose, embora, a um nivel de HDL-c baixo, reflita, muitas vezes, a presenca de
outros fatores aterogénicos (55). As VLDLs sdo lipoproteinas ricas em triglicerideos, mas
contém 10-15% do colesterol total. As apolipoproteinas principais da VLDL sdo apo B-
100, apo C (CI, C-II, C-lll, e), e apo E(52). As VLDLs sdo produzidas pelo figado e sao
precursoras da LDL; algumas formas de VLDL parecem promover a aterosclerose,
semelhante a LDL (56).

O Quadro 1 apresenta os critérios para identificacdo da dislipidemia, segundo
NCEP ATP Il (National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel I11).

Em 2013, o American College of Cardiology e a American Heart Association
divulgaram as novas diretrizes para o tratamento da hipercoleterolemia (57). As novas
orientagfes ndo utilizam mais os alvos de terapia de LDL-c em favor do uso de doses de
estatina para tratar o paciente. E ainda, as novas diretrizes recomendam estatinas de alta
intensidade em pacientes com doenca aterosclerdtica estabelecida. Contudo, a primeira
recomendacédo é o incentivo para a adesdo de um estilo de vida saudavel, reforcando a
adocdo de uma dieta baixa em gordura saturada, gordura trans e sédio; enfatizando o

consumo de vegetais, frutas, grdos integrais, laticinios com pouca gordura, aves, peixe,
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legumes, Oleos vegetais e nozes; e limitando o consumo de doces, bebidas adogadas com
acucar e carnes vermelhas. Além do incentivo a atividade fisica aerdbica regular. Adultos
também devem manter um peso corporal saudavel, evitar fumar, e manter o controle da

hipertensdo e diabetes, quando presentes.

Quadro 1. Definicao de dislipidemia baseada no NCEP ATP I

Categorizacao

Parametros Medidas pelo
NCEP ATP 111
LDL-c*
DAC ou risco de DAC equivalente ou <100 mg/dL Dentro da meta
risco >20% em 10 anos (Framingham)
DAC ou risco de DAC equivalente ou  >100 mg/dL Acima da meta
risco >20% em 10 anos (Framingham)
Dois ou mais fatores de riscoourisco  >130 mg/dL Acima da meta
<20% em 10 anos (Framingham) B
Presenca de 01 fatores de risco =160 mg/dL Acima da meta
i <40 mg/dL (homens); .

HDL-cf <50 mg/dL (mulheres) Baixo

>40 mg/dL (homens);

>50 mg/dL (mulheres) Normal

Triglicerideos i

Néo-HDL-c §

<150 mg/dL
150-199 mg/dL
200-400 mg/dL

<130 mg/dL
130-159 mg/dL
160-189 mg/dL
>190 mg/dL

Normal
Limitrofe alto
Alto

Desejavel
Limitrofe alto
Alto

Muito alto

DAC, doenca arterial coronariana; HDL-c, colesterol da lipoproteina de alta
densidade; LDL-c, colesterol da lipoproteina de baixa densidade; NCEP ATP Ill,
National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111; ndo—HDL-c,

colesterol ndo-HDL.

*Recomendagdes do NCEP ATP Il1 baseadas nas categorias de risco.
T Definicdo clinica de sindrome metabdlica segundo NCEP ATP IlI.
1 LDL-C calculado usando a formula de Friedewald, valida quando Triglicerideo

<400 mg/dL.

8 Nao-HDL-c foi calculado pela subtragdo do HDL-c do valor de colesterol total
para pacientes com triglicerideos >200 mg/dL.
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Estima-se que 53% dos adultos americanos possuem lipideos séricos anormais:
27% possuem concentragOes elevadas de LDL-c; 23%, concentragdes baixas de HDL-c e
30%, concentracdes altas de triglicerideos. Entre os pacientes com niveis séricos de
triglicerideos >200 mg/dL, aproximadamente 13% tém concentra¢fes de ndo-HDL-c >130
mg/dL. Além disso, a dislipidemia (LDL-c ou baixo HDL-c e/ou alto triglicerideo) esteve
presente em 21% dos adultos americanos, e cerca de 6%, apresentaram todas as trés

anormalidades lipidicas (58).

As classes de medicamentos mais usados para controle da dislipidemia sdo: os
inibidores da 3-hydroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase (estatinas), 0s
sequestradores de acidos biliares, o &cido nicotinico (niacina) e os derivados do acido
fibrico (fibratos) (52).

Valores de LDL-c > 190 mg/dL e Triglicerideos > 800 mg/dL, isoladamente ou
associados, caracterizam uma dislipidemia grave (59). A Hipercolesterolemia familiar deve
ser cogitada sempre que LDL-C >190 mg/dL. De maneira sucinta, nesses casos Sao
utilizadas as medidas usuais de restricdo alimentar e posologias elevadas de estatinas,
tendo em vista a refratariedade na resposta terapéutica e a cautela necessaria quanto aos
efeitos adversos desses farmacos, independente da faixa etaria. A associacdo da estatina
com ezetimiba; pode ser empregada, com a finalidade de atingir as metas preconizadas de
prevencdo (59). Niveis muito elevados de TG, principalmente > 1.000 mg/ dL, representam
risco importante de pancreatite aguda e justificam prontas medidas de intervencdo de
restricdo alimentar e farmacologica apds investigadas as possiveis doencas metabolicas ndo
compensadas ou farmacos em uso. Os fibratos e a niacina sdo eficazes no tratamento da
hipertrigliceridemia, respeitadas as contraindicagdes, bem como a atividade fisica e a perda
de peso (59).

O Estudo de Framingham contribuiu de forma importante para a compreensédo das
causas da doenca arterial coronariana (DAC), acidente vascular encefalico e outras doencas
cardiovasculares (60). O estudo de Framingham foi um dos primeiros estudos a demonstrar
a relacdo direta do colesterol total e LDL-c e relagdo inversa do HDL-c, com a incidéncia

de doenca coronariana até 80 anos de idade, em homens e mulheres (4).

Um estudo Canadense investigou a prevaléncia de dislipidemia em 49.667
pacientes da atencdo primaria, e encontrou 14% de dislipidemia, destes 53.4% eram

mulheres. A prevaléncia de dislipidemia aumentou com a idade, seguindo uma distribuicéo
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similar pela idade entre homens e mulheres, atingindo pico no grupo etario de 65 a 74
anos. Dentre os dislipidémicos, o tabagismo apresentou baixa frequéncia (10,2%), 57%
apresentaram histéria familiar de dislipidemia, 73,6% eram hipertensos e 24% diabéticos
(61). O estudo, também, investigou o risco para DAC por meio do escore de risco de
Framingham e observou que 45,7% dos individuos dislipidémicos estavam em muito alto
risco; 6,2%, em alto risco; 17,1%, em risco moderado e 31,1%, em baixo risco (61).

O estudo MONICA (MONItoramento multinacional das tendéncias e determinantes
nas doencas CArdiovasculares), realizado em 27 populacfes da Europa, Australia, Nova
Zelandia e Canada, com idade entre 35 a 74 anos, observou a prevaléncia de dislipidemia
em 25% dos homens e 23% das mulheres. Também mostrou que a dislipidemia estava
fortemente associada ao IMC em homens e ao perimetro da cintura em mulheres, ap6s
ajuste para regido, idade e tabagismo (62).

Gigante e cols., analisando dados de 49.395 adultos residentes nas capitais
brasileiras e no Distrito Federal, observaram uma taxa autorreferida de dislipidemia
préxima de 16,5%, evidenciando o grande desafio a ser enfrentado pela satde publica
brasileira (5). Um estudo, realizado no estado de S&o Paulo, observou 12% de dislipidemia
reportada pelos entrevistados (63). E foi possivel observar maior prevaléncia de
hipercolesterolemia em idosos, 33,1% (IC 95% 30,7-35,5) (64).

A dislipidemia, em particular, a dislipidemia aterogénica, estad associada com a
fisiopatologia das DCV. A dislipidemia aterogénica consiste na triade hipertrigliceridemia,
reducdo nas particulas séricas de HDL e aumento da concentracdo de particulas de LDL
pequenas e densas (LDL padrédo B) (65). E pode ser comumente encontrada em individuos
com obesidade, sindrome metabolica, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 e tem
se destacado como importante marcador para o aumento do risco cardiovascular nestas
populacdes (66).

A aterosclerose é caracterizada pelo espessamento da parede da artéria a partir de
depdsitos de placas ricas em lipideos, resultando numa redugdo do fluxo sanguineo. Na
circulagdo coronaria, a ruptura da placa e a consequente trombose podem conduzir a
obstrucdo arterial subita e causar infarto agudo do miocardio (IAM)(67). Com base em
registros de necropsia nos anos de 1982 até 1986, os resultados da autopsia indicaram que
a morte de 129 pessoas com idades entre 20-34, resultante de doenca cardiaca, foi atribuida

a doenca cardiovascular aterosclerotica em 51 casos (68).
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Apo6s o IAM, risco de doenca aterosclerdtica persiste como um desafio nédo
resolvido (69). Embora esse risco se relacione com multiplos fatores de risco, o controle
lipidico abaixo do ideal € um componente importante de risco modificavel (70). Acredita-
se que a elevacdo residual em longo prazo dos lipideos aterogénicos pode promover a
formacdo de nova placa e alteragdes deletérias em placas pré-existentes.
Consequentemente, os pacientes, com lipideos mal controlados, estdo expostos a um risco
aumentado de eventos cardiovasculares ateroscleroticos recorrentes de doenca e morte
secundaria a ruptura de placa e trombose de placas vulneraveis. A terapia de reducéo de
lipideos € um componente-chave de uma abordagem baseada em evidéncias abrangentes
para combater a tal risco (71).

O controle da dislipidemia pode reduzir o risco de doenca cardiovascular, sendo
observada que a reducdo de 10% do colesterol sérico, em adultos, tem apontado para uma
reducdo de 15% de morte cardiovascular e redugdo de 11% de mortalidade por todas as
causas (72). E importante ressaltar que a ades&o ao tratamento medicamento e mudanca do

estilo de vida é um ponto-chave para o bom controle dos lipideos séricos.

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO NA HIPERTENSAO E DISLIPIDEMIA

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNS), entre outras espécies reativas (ER), faz parte integrante do
metabolismo humano e é observada em diversas condic@es fisioldgicas (73). As ERs tém
importante fungdo bioldgica, como na fagocitose, fenbmeno em que essas espécies sdo
produzidas para eliminar o agente agressor (6).

Em condicBes fisiologicas, as principais fontes de EROs incluem a cadeia
respiratoria de transporte de elétrons, a ativagdo da xantina oxidase através do processo
isquemia-reperfusdo, a explosdo respiratdria associada a ativacdo de neutrofilos, e o
metabolismo do &cido araquidonico. No metabolismo celular, a molécula de oxigénio é
reduzida a agua apos a formacdo de intermediarios como o anion superoxido (O2),
peréxido de hidrogénio (H203) e radical hidroxila (OH). Estima-se que 0,15 a 2% do O
celular consumido resulte na formacéo de superoxidos (74).

A xantina desidrogenase transfere elétrons para 0 NAD+ gerando NADH ou pode

ser converter a xantina oxidase. A xantina oxidase transfere elétrons para o Oz gerando
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EROs. Devido a sobrecarga de célcio celular em induzida por isquemia, a xantina
desidrogenase € convertida a xantina oxidase. Na fase de reperfusdo, o aumento de xantina
oxidase pode produzir mais de EROs, tais como superoxido, H20., e os radicais hidroxila
(75).

Quando a producdo dessas ERs esta exacerbada, o organismo dispde de um
eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. O estresse
oxidativo, portanto, resulta do desequilibrio entre o sistema pro e antioxidante, com

predominio dos oxidantes e consequentes danos oxidativos (6).

Os antioxidantes enziméticos sdo importantes para manutencdo de niveis baixos de
EROs, ERNs e outras espécies reativas. A superdxido dismutase (SOD) é responsavel pela
dismutacdo do anion superoxido. A SOD possui duas isoformas, uma constitutiva e outra
induzivel. A cobre-zinco-SOD é constitutiva, e a manganés-SOD reside na mitocondria e é
induzivel por citocinas através do fator de transcricdo NF-kB e outros co-fatores (76). A
glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT) sdo responsaveis pela dismutacdo do
perdxido de hidrogénio (77). A catalase reside na matriz do peroxissoma e, portanto, so é
capaz de degradar o H2O; produzido na matriz e ndo o H20. produzido no nucleo do
peroxissoma. O peroxido de hidrogénio produzido no ndcleo é transportado para o
citoplasma por tabulos existentes no ndcleo, onde a GPx fard a degradacdo (78). A GPx
degrada, além do peroxido de hidrogénio, outros peroxidos. E a primeira defesa
mitocondrial do perdxido de hidrogénio e é regulada pela proteina supressora de tumor p53
e por hipoxia (79). A Figura 1 apresenta, esquematicamente, a participacdo da GPx na

dismutacdo do perdxido de hidrogénio.

Participam ainda do sistema antioxidante, as substancias ndo-enzimaticas que
incluem: vitamina E, betacaroteno, vitamina C e a glutationa, esta considerada o
antioxidante ndo-enzimatico hidrossolivel mais importante por participar de indmeras
reacOes de oxirreducdo (6, 73). A glutationa atua como co-fator para GPx e outras enzimas,
estd envolvida em muitos outros processos metabdlicos, incluindo o metabolismo do
ascorbato, comunicacdo entre células, prevengédo da oxidagdo de grupos tiois de proteinas e

radioprotecdo. Sua principal contribuicéo é na manutencdo do estado redox da célula (6).
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Figura 1. Representacdo esquematica da atuacdo do sistema enzimatico antioxidante. SOD:
superoxido dismutase, CAT: catalase, GPx: glutationa peroxidase, GSH: glutationa,
GSSG: glutationa dissulfeto, GR: glutationa redutase, NADP: fosfato de dinucle6tido de
nicotinamida e adenina, NADPH: fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida

reduzido, G-6-PDH: glicose-6-fosfato desidrogenase.

De importancia para a biologia cardiovascular estd a oxidacdo do Oxido nitrico
(ON) pelas EROs. O ON ¢é um fator relaxante do endotélio, uma molécula central na
homeostase vascular como um modulador de tonus endotelial e reatividade. E produzido
por Oxido nitrico sintase (NOS) e exerce efeitos pleiotropicos positivos sobre o sistema
cardiovascular. A modificacdo oxidativa do ON ndo s6 conduz a uma reducdo da
biodisponibilidade, mas também produz o peroxinitrito, um oxidante téxico, que induz

ainda mais o desequilibrio dos fatores protetores e agressores (80).

Na HAS, os biomarcadores de estresse oxidativo estdo elevados (81). Esse achado
baseia-se, em geral, no aumento dos niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
no plasma e de 8-epi-isoprostanos, ambos biomarcadores de peroxidacao lipidica e estresse
oxidativo (81, 82). A superproducédo de EROs e seus subprodutos oxidados de DNA

gendmico e mitocondrial também foram demonstrados em individuos hipertensos (81).

Os isoprostanos sdo uma familia de eicosandides produzidos, principalmente, pela
oxidacdo ndo enzimética do acido araquidénico por EROs. Por conseguinte, a sua

producdo estd aumentada na presenca de estresse oxidativo (83).

A LDL-oxidada resulta da exposicdo da LDL a uma variedade de agentes oxidantes

(&nion superoxido e peroxido de hidrogénio presentes principalmente nos macrofagos do
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tecido vascular), enzimas (lipoxigenases), e produtos de mieloperoxidase. Essa exposic¢éo
pode levar a reducdo dos componentes antioxidantes e, entdo, a oxidacdo dos lipideos e
proteinas presente nas particulas de LDL (84). Avogaro et al. descreveram uma subfracao
da LDL com caracteristicas de oxidacdo e nomearam como LDL eletrogenativa (LDL(-)
(85). Esta subfracdo estd aumentada na hipercolesterolemia familiar, hipertrigliceridemia,
diabetes e doenca arterial coronariana (84). Ainda ndo existem, porém, estudos que
mostrem correlacdo entre os meétodos de andlise da LDL (-), o que dificulta a

disponibilidade de métodos comerciais confidveis para investigacdo desse marcador (84).
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Figura 2. Representacdo esquematica da participacdo da LDL-oxidada no processo
de aterogénese. Fonte: Roche & Sanchez, 2009 (86). LDL: Lipoproteina de baixa

densidade, ERRO: espécies reativas de oxigénio.

A LDL-oxidada ativa os componentes do tecido vascular, tais como células
endoteliais, macréfagos e células do musculo liso e induz varios genes pro-aterogénicos
(molécula de adesdo entre celulas-1, molécula de adesdo a célula vascular-1, fator de
crescimento epidérmico ligado a heparina, fator de crescimento derivado de plaqueta AB,
inibidores de ciclo-oxigenase-2, NOS endotelial, metaloproteinases de matriz, receptor de
membrana CD-40, ligante do CD-40, e fator de tecidual). Também induz a apoptose de

células do musculo liso e inibe a producdo de ON em celulas endoteliais (87). Os eventos
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iniciais da aterogénese sdo a ativacdo de células endoteliais vasculares, a adesdo e
migracdo de monacitos e linfocitos T para o espago subendotelial, onde ocorre a conversao
em células espumosas de macrofagos derivados de mondcitos, e a LDL-oxidada é
conhecida por desempenhar um papel fundamental neste processo (87). A Figura 2
apresenta um representacdo esquematica da participacdo da LDL-oxidada no processo de
aterogénese.

2.5 DISFUNGAO ENDOTELIAL E AVALIACAO NAO-INVASIVA DA FUNGAO ENDOTELIAL

A microcirculacdo € composta pelas arteriolas (responsaveis pela resisténcia
vascular periférica), capilares e vénulas e tem sido o foco de investigacdo crescente nos
ultimos anos. Anteriormente, considerava-se que muitas das formas importantes de DCV
envolviam principalmente grandes vasos, como as artérias. No entanto, avangos recentes
tém destacado o envolvimento crucial da microcirculagdo em muitas condigdes
cardiovasculares (88). A hipertensao predispde a todas as principais formas de DCV e tem
sido reconhecido que as mudangas distintas na estrutura de pequenos vasos, COmo aumento
da razdo entre a camada média e o limen do vaso, e as mudancas na rede microvascular,
como rarefacdo arteriolar e capilar, acompanham muitas formas de hipertensdo em
humanos e animais (89).

Além disso, foi demonstrado, na literatura, que a vasodilatacdo cutdnea dependente
de ON esta atenuada em individuos com hipercolesterolemia clinicamente definida (LDL>
160 mg/dL), em resposta a um estimulo especifico da ON sintase endotelial. A reducéo na
vasodilatacdo dependente de ON é mediada por: (1) regulacdo da atividade da arginase,
que limita a disponibilidade de substrato para da ON sintase endotelial, (2) aumento da
oxidacdo do ascorbato sensivel a mecanismos de estresse e, (3) uma reducdo do cofactor
tetrahidrobiopterina (BH4), essencial para a ON sintase endotelial. Juntos, esses
mecanismos contribuem para desacoplamento da eNOS e disfun¢do microvascular cutanea

em humanos com LDL-c elevado (90).

A disfuncdo vascular (incluindo a vasodilatacdo dependente do endotélio
prejudicada) induzida por diferentes doencas € evidenciada na microcirculacdo cuténea
(88).
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A disfuncdo microvascular € descrita como a alteracdo da vasodilatacdo dependente
do endotélio demonstrado pelo aumento da resisténcia vascular periféerica, provocando
inflamacdo e, posteriormente, lesbes vasculares e trombose (91). A disfuncéo
microvascular € um evento precoce e pode ser secundario a disfuncdo endotelial ou a

reducdo do nimero de capilares (rarefacao capilar) (92).

Estudos prospectivos, em humanos, demonstraram que a disfuncéo endotelial € um
preditor independente de eventos cardiovasculares adversos e de mau prognostico em
longo prazo (9). Foi demonstrado que individuos hipertensos e dislipidémicos apresentam
funcdo endotelial reduzida em comparacdo com controles saudaveis (10) e sdo preditores
para agressdo do endotélio vascular, a qual esta diretamente relacionada a disfungdo do
endotélio (11). Existe uma associacdo entre a melhora da funcdo endotelial e aumento da
sobrevida em pacientes com doenca arterial coronariana (12). Portanto, a avaliacdo da

microcirculacdo pode representar um indicador de risco para evento cardiovascular (13).

As alteracGes, na microcirculacdo, possuem implicacGes na fisiopatologia dos
eventos isquémicos cerebrais, doenca arterial coronariana e insuficiéncia renal (93, 94),
entdo, a avaliacdo da microcirculacdo é relevante nas doencas cardiovasculares, como a
hipertensao (13, 95, 96).

Uma série de técnicas ndo invasivas esta disponivel para avaliacdo da reatividade
vascular no antebraco tanto a nivel macro como microvascular. Um método muito
utilizado envolve a avaliacdo do fluxo mediado pela dilatacdo (FMD) da artéria braquial,
utilizando ultrassonografia. Neste método, o didametro da artéria braquial é medido no
inicio e ap6s 0 aumento na tensdo de cisalhamento arterial, induzida pela inflacdo e
posterior deflacdo de uma bracadeira esfigmomanométrica, o que provoca hiperemia
reativa pos-oclusiva (HRPO) e vasodilatacdo braquial, predominantemente causada pela
liberacdo de ON derivado do endotélio da artéria braquial (97). O FMD, medido dessa
forma, correlaciona-se com a funcdo endotelial na circulagcdo coronéria e relaciona-se com
fatores de risco tradicionais, melhora com o tratamento direcionado, além de prevé o risco
de eventos cardiovasculares futuros (98). Essa técnica, disponivel desde 1992, é vista como
0 padrdo ouro para a avaliagdo ndo invasiva da vasorreatividade da artéria periférica.
Apesar de sua relevancia clinica, varias limitagdes tém impedido a sua integracdo com a
pratica clinica, em parte devido a limitacdes técnicas que exigem treinamento extensivo do

operador do equipamento, alto custo desses equipamentos, intensivo trabalho de anélise
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das imagens, e falta de padronizagdo metodoldgica que levaram a busca por técnicas mais
rapidas e de facil execucdo (99).

Um metodo mais recente envolve a amplitude da tonometria arterial periférica
(PAT), que mede variacdes volumétricas na ponta dos dedos, usando uma sonda que
quantifica a amplitude de pulso em resposta a HRPO usando um dispositivo disponivel
comercialmente (EndoPAT, Itamar Medical, Ltd). Os sinais, na mado que ndo sofreu
hiperemia, sdo gravados simultaneamente para o controle de efeitos sistémicos. A razdo
entre a HRPO PAT e o braco controle é expressa ap6s transformacdo logaritmica (log)
natural devido a variavel distribuicdo da medida. A vantagem potencial dessa técnica diz
respeito a utilizacdo de um sistema automatizado e informatizado de analise que minimiza
a dependéncia do operador e variabilidade entre observadores. Estudos preliminares em
pequena escala mostram que as respostas HRPO PAT dependem do ON e estdo reduzidas
na presenca de doenca arterial coronariana ou de seus fatores de risco, 0 que sugere que as
diferengas clinicas importantes entre grupos podem ser detectadas utilizando esse método
(100).

Porém, esses métodos tratam da macrocirculacdo e, nos Ultimos anos, a
microcirculacdo da pele tem sido considerada uma forma facil, acessivel e potencialmente
representativa do leito vascular, permitindo avaliar e compreender 0s mecanismos da
funcéo e disfungdo microvascular (101).

A técnica de fluxometria por laser-Doppler € uma técnica sensivel, ndo invasiva e
de simples realizacdo, usada para a monitorizacdo da microcirculacdo cutanea, padronizada
e validada recentemente em diferentes estudos clinicos (102). Esse método baseia-se no
efeito Doppler, que registra a reflexdo de um feixe de raios laser, monocromatico, de baixa
energia, que penetra na pele aproximadamente 1,5 mm de profundidade. O feixe é refletido
pelas hemacias em movimento na microcirculacdo, sofrendo, ao mesmo tempo, uma
modificagdo do seu comprimento de onda (Doppler shift), sendo, entdo, captado por um
sensor e posteriormente analisado. De acordo com o principio Doppler, ocorre uma
mudanca de frequéncia, gerando um sinal correlacionado de maneira linear com o fluxo de
hemécias, sendo esse sinal semiquantitativo e expresso em unidades de perfusdo de
voltagem de saida (1 UP = 10 mV), de acordo com o consenso europeu (European Laser
Doppler Users Groups, London 1992)(88). A grande desvantagem da fluxometria por
laser-Doppler consiste no pequeno tamanho da area de mensuragdo, pois usa um Unico

ponto com aproximadamente 2-3 mm de didmetro, e a sua vantagem é a alta resolucéao
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temporal da medida de perfusdo. Entretanto, microcirculagdo na pele € altamente
heterogénea e assim também sdo as respostas de perfusdo a iontoforese de drogas
vasoativas (102).

Usando o mesmo principio da fluxometria por laser-Doppler, foi desenvolvido,
recentemente, o LSCI (Laser speckle contrast imaging). O LSCI é uma técnica baseada na
andlise de granulacdo de contraste que fornece um indice de fluxo sanguineo. A diferenca
consiste na afericdo das flutuacdes entre areas escuras e claras provenientes da area de
iluminada pela luz de laser. Foi utilizado para avaliar o fluxo sanguineo da pele em
pacientes com doencas microvasculares, tais como esclerose sisttmica. Recentemente, a
alta taxa de captura de LSCI permite a avaliacdo continua da perfusdo da pele em areas
amplas, podendo combinar as vantagens das técnicas anteriores além de demonstrar
excelente reprodutibilidade em individuos saudaveis (103). A Figura 3 ilustra um exemplo

de avaliacdo com LSCI.
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Figura 3. Imagem representativa do LSCI utilizado na avaliacdo perfusdo microvascular da
pele por meio de imagens de contraste ao laser speckle acoplado com iontoforese de
drogas vasodilatadoras (a). Exemplo representativo dos efeitos da entrega transdérmica
iontoforética de doses cumulativas de acetilcolina sobre o fluxo de sangue da pele (b) e as
imagens de video da iontoforese de acetilcolina (c), em comparagdo com um eletrodo
contendo veiculo (d). (1) cabeca Imager, (2) eletrodos iontoforese para entrega da droga
vasodilatadora, (3) eletrodo dispersivo. Fonte: Souza et al (104)
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Na microcirculacdo cutanea, o estimulo com a acetilcolina ACh ¢é utilizado para
avaliar a vasodilatacdo dependente do endotélio (105). A ACh é normalmente entregue por
iontoforese para testar a funcdo endotelial em uma variedade de condic¢des clinicas,
incluindo o diabetes (106), hipertensdo(107), e insuficiéncia cardiaca(108, 109).

A acetilcolina (ACh) é uma substancia vasoativa, agonista do receptor muscarinico,
e tem sido exaustivamente estudada nas avaliagdes dos vasos. Os receptores muscarinicos
sdo receptores acoplados as proteinas G. Estdo descritos pelo menos 5 tipos de receptores,
de M1 a M5. A acdo que exercem depende da sua localizacdo, assim como do tipo de
proteina G a que estdo acoplados. A vasodilatagdo mediada por agonistas muscarinicos
pode ser explicada pela acdo dos receptores muscarinicos nas células endoteliais. A
ativacio da proteina G induz aumento da concentracio citosdlica de Ca?*, via inositol
trifostato (IP3). Na célula endotelial, que ndo possui um mecanismo contrétil, o Ca?* se
liga a calmodulina, ativando a sintese do ON. Na presenca de calmodulina, os eletrodos
doados pelo NADPH (fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida reduzido) sdo
transportados pelo FAD (flavina adenina dinucleotideo) e pelo FMN (flavina
mononucleotideo) para o grupo heme. A L-arginina se converte em N-hidroxialanina e
logo em seguida para ON e L-citrulina. Essa reacédo € catalisada pela enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). Esse gas difunde-se facilmente para a musculatura vascular, onde vai
induzir a ativacdo da guanilciclase e consequente aumento da concentracao intracelular
de GMPc (Monofosfato ciclico de guanosina), um potente relaxador da musculatura lisa
(110).

A video-microscopia intravital capilar tem sido utilizada no estudo dindmico dos
capilares da pele em pacientes com hipertensao arterial (111, 112), uma vez que é o Unico
método que permite visualizacdo direta de capilares sem a utilizacdo de contrastes ou
procedimentos invasivos intravenosos. No entanto, a video-microscopia intravital capilar
ndo é capaz de avaliar capilares ndo perfundidos da pele, porque depende da presenca de
células vermelhas do sangue, no interior dos capilares, para a visualizacdo dos mesmos.
Diferentes procedimentos como congestdo venosa e HRPO tém sido utilizados para obter
uma imagem clara de capilares ndo-perfundidos da pele (113). A Figura 4 mostra imagens
representativas de capilares perfundidos da pele do dedo médio em individuo com doenca

arterial coronariana precoce e individuos saudaveis.
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Figura 4. Imagens representativas de capilares perfundidos da pele do dedo médio, obtidas
com microscopia de alta resolucdo de video intra-vital e mostradas em aumento final de
200x%. (A) A imagem de um paciente que apresenta doenca arterial coronariana precoce e
(B) imagem de um individuo controle saudavel. As imagens foram obtidas durante a
hiperemia reativa pos-oclusiva. Fonte: Tibirica et al (114)

2.6 PADROES ALIMENTARES RELACIONADOS AO CONTROLE DA HIPERTENSAO E

DISLIPIDEMIAS

As evidéncias epidemiologicas sugerem que mudancas no padrdo alimentar
associadas a transicdo nutricional, especificamente o aumento do consumo de alimentos
com alta densidade energética, ricos em gorduras saturadas, sodio e agucares, tém
contribuido para um aumento na incidéncia de DCV em paises de baixa e média renda

(16). E padrdes alimentares, caracterizados por um maior consumo de frutas, vegetais,
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grdos integrais, laticinios com baixo teor de gordura, e fontes de carne magra estdo
associados a um menor risco de morbidade e mortalidade (17, 18).

Nos EUA, as Recomendacdes Dietéticas para a América, a Associacdo Americana
do Coracdo (AHA) e outras organizacdes de saude recomendam habitos alimentares
saudaveis para a prevencdo de doencas cardiovasculares e outras doencas crénicas. Estdo
incluidas, nessas diretrizes, duas dietas que demonstraram beneficios a saude, sdo elas a
dieta do Mediterraneo e a dieta DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension)(115).

A dieta mediterranea tradicional se caracteriza pelo alto consumo de azeite de oliva,
frutas, castanhas, legumes, cereais e laticinios; ingestdo moderada de peixes e aves; baixa
ingestdo de carne vermelha, carnes processadas, e doces; e vinho com moderacao,
consumido nas refeicdes (116). Estudos epidemiol6gicos demonstraram associacao inversa
entre a incidéncia de acidente vascular encefalico e a dieta do Mediterraneo (117, 118).

O estudo Predimed (Prevencion con Dieta Mediterranea) foi um ensaio clinico
multicéntrico que avaliou a eficicia de uma dieta mediterrdnea na prevencao primaria de
DCV. O Predimed incluiu participantes de 55 a 80 anos de idade, com diabetes ou >3
principais fatores de risco para DCV (hipertensdo, hipercolesterolemia, historia familiar de
doenca cardiaca, o uso do tabaco, ou com sobrepeso/obesidade). Ap6s 3 meses, 0S
individuos de ambos os grupos de dieta mediterranea contendo azeite ou castanhas
apresentaram menores indices de CT/HDL-C em comparacdo com o grupo de baixo teor
de gordura, -0,38 e -0,26, respectivamente. Além disso, a dieta mediterranea, com
castanhas, reduziu a glicose em jejum (-5,4 mg/dL), pressdo arterial sistélica (-7,1 mmHg),
pressao arterial diastélica (-2,6 mmHg), e concentracGes séricas de triglicerideos (-13
mg/dL) em comparacdo com dieta controle (119).

O padréo de dieta DASH estimula o consumo de frutas, verduras e uso de produtos
lacteos com baixo teor de gordura; uso preferencial de gréos integrais, peixes, aves e frutos
secos, com ingestdo reduzida de doces, bebidas adogadas com agucar e carne vermelha.
Essas recomendagdes alimentares sdo traduzidas em maior consumo de potassio
(4,700mg/dia), magnésio (500 mg/dia), e de célcio (1.240 mg/dia), e baixa ingestdo de
lipideos totais (27% de calorias), acidos graxos saturados (6% de calorias) e colesterol
(150mg/dia) (baseada numa dieta de 2.100 kcal/dia) (120). A dieta DASH reduziu o risco
de doenca coronariana, reduzindo a PAS (-5,5 mmHg) e PAD (-3,0 mm Hg), bem como do
colesterol total (-13 mg/ dl), e LDL-c (- 10,7 mg/dl) (120, 121).
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Considerando que os alimentos ndo sdo consumidos de forma isolada, visto a
possivel diversidade da ingestdo alimentar, houve um aumento crescente no interesse em
estudar padrdes de dieta geral, abordando a complexidade da dieta e o potencial sinérgico
ou efeitos antagdnicos dos componentes individuais da dieta (122). Os indices dietéticos
tém a finalidade de avaliar a qualidade global da dieta por meio de um ou mais parametros,
como a ingestdo adequada de nutrientes, nimero de porg¢bes consumidas de cada grupo de
alimentos e quantidade de diferentes géneros alimenticios presentes na dieta (123, 124). No
Brasil, Fisberg et al. (124) adaptaram e validaram para a populacdo brasileira o Healthy
Eating Index (HEI), originando o indice de Qualidade da Dieta (IQD). Esse indice avalia
uma combinacgdo de diferentes tipos de alimentos, nutrientes e constituintes da dieta em
relacdo as recomendacdes dietéticas e/ou desfechos de salde. A publicacdo do Guia
Alimentar para a Populacdo Brasileira em 2006 (125), levou a necessidade de revisdo do
IQD.

O indice de qualidade da dieta revisado (IQD-R) estima a adequacdo da dieta e
detecta alteracGes nos padrbes alimentares, pois considera as recomendagfes para uma
dieta saudavel, levando em conta as caracteristicas dietéticas dos brasileiros e permite a
avaliacdo e monitoramento de dieta de individuos e populagdes. O 1QD-R contém doze
componentes, sendo nove fundamentados nos grupos de alimentos do Guia Alimentar
Brasileiro de 2006, cujas por¢des diarias sdo expressas em densidade energética; dois
nutrientes (sodio e gordura saturada); e Gord_AA (calorias provenientes de gordura solida,
alcool e aclcar de adicdo). Esse indice permite classificar individuos pelo agrupamento em
segmentos semelhantes (126).

Outro aspecto importante a ser destacado € o consumo de alimentos
ultraprocessados. Processamento alimentar é definido como "todos os métodos e técnicas
utilizadas pela indastria para transformar alimentos frescos inteiros em produtos
alimentares™ (127). Uma nova classificacdo divide todos os alimentos em trés grupos: nao
transformados ou alimentos minimamente processados; ingredientes culinarios
processados; e produtos ultraprocessados (127). Os ultraprocessados sdo normalmente
densos em energia, ricos em amidos refinados, agUcares, gorduras ou sal, e ttm uma carga
glicémica elevada. S&o vendidos em porc6es grandes, formulados normalmente para serem
extremamente saborosos, competindo para a formacdo do habito alimentar, e contam com
um marketing agressivo para sua comercializagdo (128). Revisdes sistematicas da literatura

concluiram que existe associacdo entre o consumo de refrigerantes e aumento do consumo
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de energia, excesso de peso e diabetes (129-131). Estudo preliminar, realizado no sul do
Brasil com individuos hipertensos, observou associa¢do entre o consumo de alimentos

ultraprocessados a maior pressdo arterial sistdlica e diastdlica (132).

2.7 CASTANHAS COMO PARTE DA DIETA CARDIOPROTETORA

As castanhas compdem um grupo de frutos secos com casca rigida que inclui
améndoa, nozes, castanha de caju, pecan, macadamica, pinha, pistache, avela, amendoim e
Castanha-do-Brasil. Também sdo conhecidas como oleaginosas por seu alto teor de
gorduras totais variando de 46% na castanha-de-caju e pistache, até 76% na macadamia.
Por essa razdo, as oleaginosas sdo 0s alimentos mais ricos em gordura apos os 6leos
vegetais. Em geral, possuem baixo conteddo de acidos graxo saturado (AGS), variando de
4-16%, e alto teor de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e acidos graxos poli-
insaturados (AGPI), incluindo acido linoléico (n-6), acido linolénico (n-3) e acido alfa-
linolénico (ALA; 18:3n-3) (133).

Outros componentes benéficos estdo presentes na composicao das castanhas, como
as proteinas (aproximadamente 25% das calorias); o aminoéacido L-arginina, precursor do
Oxido nitrico endotelial (134); e fontes de fibra dietética (4-11 %). Em relacdo aos
micronutrientes, as vitaminas mais predominantes nas castanhas sdo o folato e vitaminas
lipossoluveis E e A (135). Os minerais como célcio, magnésio, selénio e o eletrolito
potassio podem ser encontrados em quantidades significativas, dependendo do tipo de
castanha (20).

Estudos tém demonstrado a relacdo inversa entre o consumo de castanhas e as
DCV(24). Os quatro maiores estudos de coortes dos EUA (Adventist Health Study, o lowa
Women’s Health Study, 0 Nurses’ Health Study, € 0 Physicians’ Health Study)
demonstraram, claramente, o efeito dose-resposta entre 0 consumo de castanhas e a
reducdo do risco de morte por DAC. Quando analisados em conjunto foi possivel observar
uma reducdo média de 37% do risco de morte por DAC (RR: 0,63; 1C95% 0,51 — 0,83) ou
ainda uma reducdo de 8,3% do risco de morte por DAC para cada por¢do semanal de
castanha consumida (19).

Além disso, estudo prévio observou melhora do fluxo arterial braquial de

individuos hipercolesterolémicos apds quatro semanas de dieta enriquecida com nozes
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(136), sendo 0 mesmo observado ap6s 0 consumo de uma Unica refeicdo enriquecida com
nozes (137). O Unico estudo até o momento que buscou relacionar a Castanha-do-Brasil
com a funcdo microvascular foi realizado com adolescentes obesas e observou melhora do

fluxo medio sanguineo e do fluxo maximo apds a intervencgéo (29).

2.8 CASTANHA-DO-BRASIL, SELENIO E ESTRESSE OXIDATIVO

A Castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa, familia Lecythidaceae) é nativa da
América do Sul e pode ser encontrada crescendo em solo duro e bem drenado na bacia do
rio Amazonas, em paises como Brasil, Peru, Colémbia, Venezuela e Equador (138).

De acordo com a tabela nacional de composicdo de alimentos, TACO(139), o
contetdo de proteina na Castanha-do-Brasil é de 14,5%, 15,1% de carboidrato e63,5% de
lipideos, semelhante a distribuicdo reportada pela tabela americana, USDA (140), que
relata 14,32% de proteina, 12,27% de carboidrato e 66,43% de lipideos.

Diferente da maior parte das castanhas, a Castanha-do-Brasil apresenta 15% de
acidos graxos saturados (AGS), 25% de &cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e 21% de
acidos graxos poli-insaturados (AGPI1)(140). O teor de gordura saturada na Castanha-do-
Brasil esta entre os maiores de todas as castanhas, com predominancia para os acidos
graxos palmitico (C16:0) e estearico (C18:0) (138). Por outro lado, a Castanha-do-Brasil
apresenta cerca de 7% do total de gorduras na forma de acido graxo alfa-linolénico (AGPI
n-3) e a maior parte dos AGPI na forma de acido graxo linoleico (AGPI n-6) (141).

Em relacdo aos compostos fenolicos e flavonoides, na Castanha-do-Brasil se pode
observar em média 169,2 + 14,6 mg/100g de compostos fendlicos, sendo 46,2 +5,7
mg/100g na forma livre; e 107,8 £ 6,0 mg/100g de flavonoides, sendo 29,2 + 7,2 mg/100g
na forma livre (142).

Faller & Fialho avaliaram o teor de polifendis totais em frutas e vegetais
consumidos no Brasil (143). As autoras observaram que das frutas analisadas, a que
apresentou maior teor de polifendis foi a banana (215,7 mg GAE/100g de peso fresco), e
dos vegetais analisados foi a cebola (113,2 mg GAE/100g de peso fresco). Entdo, podemos
observar que o teor de polifendis da Castanha-do-Brasil corresponde aos alimentos com

maior teor polifenois consumidos no Brasil.
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Outro componente importante das oleaginosas séo os fitosterdis. A Castanha-do-
Brasil contém [-Sitosterol na quantidade média de 1325,4 +68,1 pg/g de dleo, ¢
estigmasterol 577,5 + 34,3 ug/g de 6leo (138).

No que se refere ao teor de minerais, a Castanha-do-Brasil é a oleaginosa que
apresenta maior teor de selénio (Se), um mineral que atua como componente de algumas
selenoproteinas nas reacOes antioxidantes e redox, no metabolismo dos horménios

tireoidianos, na funcdo imune e na reproducéo (144).

A Ingestdo Dietética Recomendada (Recommended Dietary Allowance - RDA) para
Se é 55 ug/dia para homens e mulheres adultos e se baseia na quantidade necesséria para
maximizar a atividade da enzima glutationa peroxidase, enquanto que o valor do Limite
Superior Toleravel de Ingestao (UL) foi fixado em 400 pg/dia devido ao risco de selenose
(145). O solo onde a castanha cresce é de extrema importancia, pois o teor de Se das
castanhas é altamente dependente da quantidade de selénio presente no solo. Foi
demonstrado que as Castanhas-do-Brasil originéarias da regido de Manaus e Belém no
Brasil apresentavam dez vezes mais Se que as castanhas colhidas na regido do Acre e
Rond6nia(146). Entretanto, tem sido observada enorme variacdo dos teores de Se na
Castanha-do-Brasil nos resultados encontrados na literatura. Uma meta-analise, realizada
em 2008, encontrou variagdo entre estudos desde 0,228 + 0,204 mg.100g™* até 5,20 +
7,48mg.100g? na Castanha-do-Brasil. Em termos de coeficiente de variagdo foram
encontrados valores de 16 até 180%, o que se considera muito alto para coeficiente de

variacdo em alimentos (25).

Baixa concentracdo de selénio no organismo humano estd associada a baixa
quantidade de selenoproteinas e, consequentemente, ao aumento do risco para doencas
como cancer, DCV, alteracdo da funcdo imune, infertilidade masculina, desordens

inflamatdrias, doenca tireoidiana auto-imune (27).

Um estudo realizado na Nova Zelandia mostrou que o consumo de 2 unidades de
Castanha-do-Brasil, ao final de 12 semanas, foi capaz de aumentar 64,2% a concentracao

plasmatica de selénio, 8,3% a GPx plasmatica e 13,2% a GPx no sangue integral (28).

A biodisponibilidade do Se depende da digestibilidade das diferentes proteinas
ligadas ao Se na matriz alimentar, ou seja, da espécie de Se (147). As principais formas de
Se identificado foram Se-metionina, e em menor propor¢do, Se-Cistina (148). Essa

pesquisa foi ampliada para as analises in vitro do produto da digestdo gastrointestinal da



44

Castanha-do-Brasil, onde o produto digerido foi analisado para o seu teor de Se e
investigada a presenca de diferentes espécies de Se pelo método de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) acoplado a um espectrobmetro de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS). Como resultado, em ambos os produtos gastrico e
intestinal da digestdo, foi possivel identificar as espécies de Se como Se-metionina e Se-
Cistina (148).

E importante ressaltar que os efeitos benéficos do Se estdo intimamente
relacionados ao estado nutricional de Se do paciente, ilustrado na curva em forma de U,
onde a ingestéo adicional de selénio pode beneficiar pessoas com baixo estado nutricional,
enquanto aqueles com estado nutricional adequado a alto podem ser afetados de forma
adversa e, portanto, ndo devem usar suplementos de selénio (27). A suplementacdo de Se
para pessoas que apresentam estado nutricional adequado, por exemplo, pode aumentar o

risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 (149).

O granulado de Castanha-do-Brasil é produzido apos a extracdo parcial mecanica a
frio, em ar atmosférico, do 6leo extravirgem da Castanha-do-Brasil, quando o composto
resultante da extracdo do lipideo é triturado e comercializado no mercado. O granulado
apresenta reducdo de aproximadamente 35% do teor de lipideos em comparacdo a
Castanha-do-Brasil. Porém, é capaz de preservar as caracteristicas da Castanha-do-Brasil
in natura, em relacdo ao alto teor de selénio e polifendis totais. Além disso, € um produto
de facil inclusdo no cardapio de pequenas e grandes refeicBes, e como ingrediente de

receitas.
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3 JUSTIFICATIVA

As doencas do aparelho circulatorio sdo as principais causas de morte em homens e
mulheres no Brasil. A HAS ¢ a condi¢do mais comum nos cuidados de satde primarios e,
junto com a dislipidemia aterogénica, representam fatores associados a fisiopatologia das
doencas cardiovasculares. Individuos com hipertensdo e dislipidemia apresentam estresse
oxidativo aumentado. Estudos mostraram que o desequilibrio oxidativo esta associado a
disfuncdo endotelial na hipertensdo e hipercolesterolemia. A Castanha-do-Brasil
(Bertholletia excelsa) apresenta caracteristicas nutricionais comuns ao grupo das castanhas,
sendo ainda, o alimento com o maior conteldo de selénio. Podendo melhorar
significativamente a atividade da enzima glutationa peroxidase, uma selenoproteina
envolvida no sistema antioxidante. Dessa forma, é relevante investigar o efeito da
Castanha-do-Brasil no estado antioxidante e na funcdo endotelial microvascular de
individuos hipertensos e dislipidémicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-
Brasil associado a dieta na qualidade da dieta, biomarcadores de estado antioxidante e

parametros da funcédo endotelial microvascular de pacientes hipertensos e dislipidémicos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Descrever a composicdo nutricional, teor de selénio, polifendis e capacidade
antioxidante do granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil;

b) Descrever o consumo de alimentos ultraprocessados e ingredientes de adi¢cdo no
inicio de final da intervenc¢do nutricional;

c) Avaliar o efeito do granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil
associado a dieta no (s):

v" Parametros antropométricos, pressao arterial, glicemia e lipideos séricos;

v" Concentraces de 8-isoprostano plasmatico e LDL-oxidada, atividade da
enzima Glutationa Peroxidase plasmatica, Capacidade antioxidante total do
plasma;

v" Recrutamento de capilares e densidade capilar funcional da pele;

v Fluxo microvascular da pele em resposta a substancia vasoativa e na

hiperemia reativa pds-oclusiva.
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5 METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O protocolo do estudo foi registrado no Sistema Nacional de Etica em Pesquisa
(CAAE 0008.0.197.185-11), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HUCFF/UFRJ) sob o nimero do protocolo 007/11 (Anexo A) e pelo CEP do Instituto
Nacional de Cardiologia (INC) sob o protocolo 0316/11 (Anexo B), em que foram

recrutados e submetidos ao protocolo de pesquisa 0s pacientes interessados, de acordo com

os critérios de elegibilidade (item 5.2).

Todos os participantes assinaram 0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo C), apds esclarecimento sobre os procedimentos realizados, riscos e beneficios

durante a pesquisa.

O protocolo deste estudo foi registrado na Rede Brasileira de Ensaios Clinicos
(REBEC) disponivel em http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-2vsvs3/) (Anexo D) e
no ClinicalTrials.gov sob numero NCT01990391.

5.2 POPULACAO

Cento e trinta e sete individuos foram recrutados no Servico de Aterosclerose e
Prevencdo de Doenca Cardiovascular do Instituto Nacional de Cardiologia (Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) no periodo de setembro de 2011 até setembro de 2012, para verificacdo dos

critérios de elegibilidade. Destes, foram selecionados 125 pacientes.

Foram incluidos no estudo adultos maiores que 20 anos de ambos 0s sexos, com

diagndstico prévio de dislipidemia e hipertenséo arterial, em uso de medicacéo.

Os critérios de exclusdo foram apresentar aversdo ou alergia alimentar a
Castanha-do-Brasil; gestantes e lactantes; estar em dieta de restricdo calorica ou uso de
suplementos alimentares com minerais ou vitaminas antioxidantes; estar em uso de
substancias corticoides; apresentar insuficiéncia renal cronica, hepatopatia, céancer;

apresentar doenca reumatica ou doenca sistémica do tecido conjuntivo.


http://portal2.saude.gov.br/sisnep/pesquisador/extrato_projeto.cfm?codigo=404516
http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-2vsvs3/
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5.3 DESENHO DO ESTUDO E PLANO DE TRABALHO

Foi realizado um ensaio clinico randomizado, cruzado, duplo cego, controlado por
placebo em que foi fornecido granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-
Brasil ou placebo, juntamente com uma dieta calculada individualmente de acordo com as

diretrizes para dislipidemia e hipertensdo arterial (36, 59, 150) (item 5.5).

Cada etapa da intervencdo nutricional teve duracdo de trés meses (12 semanas) e
retornos mensais (Figura 5). Apds a primeira etapa de tratamento os participantes passaram
por um periodo de washout de um més, neste periodo ndo receberam nem granulado de
Castanha-do-Brasil, nem placebo. A randomizagdo ocorreu em blocos de 10 e foi baseada
em uma tabela de nimeros aleatorios gerados no programa aberto online Openepi (151). A
tabela de numeros aleatorios ficou sob sigilo com um pesquisador, o qual codificava os
frascos dos produtos alimentares e ndo tinha contato com o centro onde foi realizado o

estudo.

19 etapa (12 sem) washout 2% etapa (12 sem)
(4 sem)

Placebo Placebo

Granulado Castanha-do-Brasil " Granulado Castanha-do-Brasil

——————— 7 meses de acompanhamento - ———— — — — —

>Im0|0>> 4 sm > 85m >125m>>165m >205m >24sm >285m>

Figura 5. Fluxograma de consultas ao longo do estudo.

Os participantes do estudo foram avaliados em todas as consultas no Instituto

Nacional de Cardiologia. Na consulta de triagem, 0s pacientes responderam a um
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questionario sobre informacbes sociodemograficas, de doenca atual, doenga pregressa,
utilizacdo de medicamentos e hébitos de vida (Anexo E). Também foi investigada

atividade fisica (Anexo F).

Em todas as consultas foi realizada uma rotina de coleta de sangue em jejum,
avaliacdo antropométrica, aplicacdo de recordatério alimentar de 24 horas (Anexo G). Nas
consultas iniciais e apds 12 semanas de cada etapa do tratamento (inicio, 12 sem, 16 sem e
28 sem) foi aferida a pressdo arterial sistémica, avaliada a reatividade microvascular e
analisadas as concentracbes de 8-isoprostano e LDL-oxidada, atividade da GPx3,
Capacidade antioxidante total do plasma e concentracdo plasmatica total de nitrito e

nitrato, além da rotina.

5.4 INTERVENCAO NUTRICIONAL

O granulado de Castanha-do-Brasil (Ouro Verde Amazo6nia® - Mato Grosso, Brasil)
é produzido ap0s a extracdo parcial a frio do 6leo extravirgem da Castanha-do-Brasil, e 0
composto resultante da extracdo do lipideo é triturado e comercializado. Foi entregue um
frasco de plastico branco opaco, contendo a quantidade de 430g de produto, suficiente para
um meés. Foi orientado o consumo diario de 01 colher medida nivelada, entregue junto com

o frasco, correspondendo a dose de 13g por dia (= 227,5 ug de selénio).

Por ser um alimento de apresentacdo semelhante a uma farinha, o granulado de
Castanha-do-Brasil possibilitou a elaboracdo de um placebo que foi utilizado para o
mascaramento do estudo. O placebo (Mane do Brasil Industria e Comércio Ltda, Rio de
Janeiro, Brasil) foi composto por farinha de mandioca torrada aromatizada (aroma de
nozes) e levemente corada (corante natural caramelo) de forma a se aproximar da
aparéncia e cheiro do granulado de Castanha-do-Brasil. Foi entregue 01 frasco de plastico
branco opaco por més contendo 430g de placebo, orientando-se o consumo diario de 01
colher medida nivelada, entregue junto com o frasco, perfazendo a dose de 10g por dia. A
guantidade excedente de produto dos frascos deveria ser desprezada ap06s o recebimento de

um novo frasco. A Figura 6 mostra o aspecto visual de ambos os produtos.

O célculo da dieta foi individualizado, baseado nas formulas de Valor Energeético
Total (VET) para homens e mulheres com idade maior ou igual a 19 anos, de acordo com
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estado nutricional, sendo considerado o coeficiente de atividade fisica 1,0 (152). Ent&o, foi
descontado do VET calculado a quantidade de 64 Kcal, referente ao valor energético do
granulado de Castanha-do-Brasil. A distribuicdo de macronutrientes foi balanceada e
seguiu as recomendacdes para hipertensao arterial e dislipidemia (Quadro 1 e 2) (36, 59,
150).

Figura 6. Aspecto visual do granulado de Castanha-do-Brasil e do placebo, e o frasco onde

eram envasados.

No primeiro dia de intervengdo (T0), os individuos receberam um planejamento
alimentar (Anexo H), previamente elaborado, distribuido em cinco ou seis refeicdes (café
da manhd, colacdo, almoco, lanche, jantar e, opcionalmente, ceia) e uma lista de
substituicdo (Anexo I) com todos os grupos de alimentos componentes do planejamento

alimentar.

Os grupos de alimentos foram chamados de: grupos do pao (cereais café da
manhd/lanche), grupo do leite, grupo das frutas, grupo das margarinas light, grupo do
queijo, grupo do arroz (cereais e tubérculos), grupo do feijao (leguminosas), grupo das
carnes (carne, frango e peixe), grupo das verduras (hortalicas A), grupo dos legumes
(hortalicas B).



51

Para a obtengdo do valor energético de cada grupo foram calculadas as médias da
composicdo centesimal de todos os alimentos componentes de cada grupo, a partir das
tabelas da USDA (153), IBGE(154) e TACO(139). O numero de porcdes era ajustado para

alcancar o valor calorico das dietas prescritas.

Além disso, os individuos receberam um exemplo de cardapio semanal (Anexo J)
e orientagdes nutricionais compostas de instrugdes de preparo de alimentos, alimentos a

serem evitados, e a quantidade de 6leo para o preparo de alimentos (Anexo K).

Quadro 1. Recomendac6es para o planejamento dietético.

Nutrientes Recomendaces diarias *
Proteina 15% do VET
Carboidrato 50 -60 % do VET
Lipideo 25— 35% do VET
Acidos graxos saturados < 7% do VET
Acidos graxos monoinsaturados <20% do VET
Acidos graxos poliinsaturados <10% do VET
Colesterol < 300mg
Fibra 20 - 30g
Saédio 2,49 *%

Fonte: * Sposito et al. (2007), ** V Diretriz Brasileira de Hipertensdo
Arterial (2010)
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Quadro 2. Recomendacdes dietéticas para a reducdo da hipercolesterolemia

Cereais

Vegetais

Leguminosas
Frutas

Doces e
adocantes

Carnes e
peixes

Alimentos
lacteos e ovos

Molhos para
temperar e
cozinhar

Preparo dos
alimentos

Preferir

Gréos integrais

Vegetais crus e cozidos

Todos, incluindo soja
Frescas ou congeladas
Adogantes néo caloricos
Peixe, frango sem a pele,

cortes de carne bovina
magra

Leite e iogurte desnatados,
clara de ovos

Vinagre, limédo

Grelhados, cozidos e no
vapor

Consumir com
moderacgao

Pao refinado, arroz e
massas, biscoitos,

Frutas secas, geleia diet

Mel, chocolates, doces

Carne de porco, frutos
do mar

Leite semidesnatado,
queijos brancos e
derivados magros

Oleos vegetais,
margarinas leves,
molhos de salada,

maionese

Assados e refogados

Ocasionalmente em
pouca quantidade

Paes doces, bolos,
tortas, croissants,
cereais agucarados

Vegetais preparados
na manteiga ou creme

Bolos e sorvetes

Salsichas, salames,
toucinho, costelas,
visceras

Queijos amarelos e

cremosos, gema de

ovo, leite e iogurte
integrais

Manteiga, margarinas
solidas, gorduras de
porco e trans, 6leo de
coco

Fritos

Fonte: Adaptado de V Diretriz Brasileira de Dislipidemia e Prevencdo da Aterosclerose

(2013).

5.5 CoMPOSICAO DO GRANULADO DE CASTANHA-DO-BRASIL

A composicdo centesimal, contetdo de selénio e capacidade antioxidante foram

realizados em amostras dos lotes de producdo dos anos2011, 2012 e 2013. O teor de
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selénio foi determinante para o estabelecimento da quantidade de granulado a ser oferecido

na interveng&o nutricional.

O conteudo de selénio foi analisado de acordo com o0 método descrito por Benicasa
et al. (155) e adaptado para utilizar 0,3 g de amostra, 6 mL de acido nitrico bidestilado e
3mL de peroxido de hidrogénio (ambos da Merck®, Alemanha). As amostras foram
decompostas em forno de microondas (Provecto Analitica DGT 100 plus). As solugdes
resultantes foram transferidas para um frasco de polietileno e diluidas para 50 ml com agua
destilada e deionizada (Sistema MilliQ, Millipore, USA, resistividade minimo de 18 cm
ohms). A leitura do is6topo ’’Se foi realizada por ICP-MS (Agilent 7500 CX). A precisio
foi avaliada por testes de recuperacdo e analise de um material de referéncia certificado

(DOLT-3). Foram observadas as recuperacdes de aproximadamente 100%.

A umidade, cinzas, gordura bruta, fibra bruta e proteina (N x 6,25) foram
determinadas de acordo com os métodos padréo (156). Teor de fibra bruta foi determinado
por digestdo alcalina e ainda &cida (90 °C durante 1 hora) num digestor de fibra (Marconi,
MA-444, Brasil). O teor de carboidratos disponiveis foi determinado pela diferenca em
relacdo aos teores de proteina, gordura, umidade, cinzas e fibra bruta. Valores caloricos
foram calculados utilizando o sistema de fator geral Atwater: carboidratos (4 kcal g-1),
lipideos (9 kcal g-1) e proteina (4 Kcal g-1). Todas as analises foram realizadas em
quadruplicatas. A composi¢cdo de acidos graxos foi avaliada pelos métodos MA-CQ.014
(157, 158).

As amostras de granulado de Castanha-do-Brasil foram extraidas com metanol 50%
(1) (159). Foram pesados 10 g de amostra e diluidos em 20 ml de solucéo de extrac&o sob
agitacdo ao abrigo da luz, durante 1 hora. Os extratos foram filtrados e diluidos para 100

ml com &gua destilada.

Compostos fenolicos totais

O teor de fendlicos totais das amostras foi determinado de acordo com o método de
Folin Ciocalteu, como descrito por Singleton & Rossi, com ligeiras modificaces (160).
No ensaio, foram utilizados 0,5 mL dos extratos (20, 50 e 100 mg.ml-1), 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteau e 2,0 mL de carbonato de sddio a 4%. A leitura foi realizada
apos duas horas espectrofotometro a 750 nm. O &cido galico, no intervalo de concentragédo
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especifica (0-100 mg.mL-1), foi utilizado para construir uma curva de calibragdo. A
concentracdo de compostos fendlicos, nas amostras, é expressa como equivalentes de acido
galico, os quais refletem o conteddo fenolico que a quantidade de &cido galico em mg por
grama de peso seco das amostras. Os compostos fendlicos totais nas amostras foram

analisados em triplicatas.

Ensaio 2,2-difenil-1-pricril hidrazilo (DPPH)

Foi realizada por captura de radical DPPH (2,2-difenil-1-pricril hidrazilo). Para a
andlise das amostras foram adicionados 3 mL de solugdo de metanol de DPPH, uma
aliquota de 0,5 ml de amostras (20, 50 e 100 mg.ml-1), contendo diferentes extratos. As
leituras foram feitas em um espectrofotébmetro a 517 nm, 30 minutos ap06s o inicio da
reacdo. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicado e incluiram um controle
(sem antioxidante). O declinio da leitura da densidade &ptica das amostras foi
correlacionado com o controle, que estabelece a percentagem de descoloragdo DPPH.
Permitindo calcular, apds o estabelecimento do equilibrio da reacdo, a quantidade de
antioxidante gasta para reduzir DPPH 50% (CE50) (161).

Capacidade antioxidante equivalente ao trolox (TEAC)

A capacidade de eliminacdo do radical cation (2,2-azino-di [3-etilbenztiazolino
sulfonato]) (ABTS +) foi medida, utilizando o método descrito por Van den Berg et al
(162) e modificado por Siriwardhana & Shahidi (163). Trolox (6-hidroxi acido 2,5,7,8
tetrametilcroman-2-carboxilico) foi usado como um antioxidante padrdo e para o calculo
da capacidade eliminadora dos extratos de granulado de Castanha-do-Brasil como TEAC.
A atividade de eliminagdo de radicais do granulado de Castanha-do-Brasil foi calculada

como uMol trolox/g de amostra em 07 min. A leitura das absorbancias ocorreu a 734nm.

Método de reducéo do ferro (FRAP)

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) dos extratos foi mensurado(152). O
reagente FRAP foi preparado a partir de solugdo TPTZ (10 mmol / L) em acido cloridrico
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(40 mmol / L) e solucéo de FeCl3 (20 mmol / L), misturados com tampéo de acetato (0,3
mol / L, pH 3,6). A absorcdo a 593 nm foi medida. A capacidade antioxidante (FRAP) foi
expressa em equivalentes de Fe3 + (mmol Fe3 + / g de amostra). Todas as analises foram

realizadas em triplicata.

5.6 QUESTIONARIOS DE INFORMAGCOES GERAIS

Foi aplicado um questionério para obtencdo de informacdes sdciodemograficas, de

doenca atual, doenca pregressa, utilizacdo de medicamentos e habitos de vida.

Foram considerados idosos os individuos com idade igual ou superior a 60 anos de

acordo com o Estatuto do Idoso (164).

Para avaliar a atividade fisica foi utilizado um questionario ja validado na
populagéo brasileira (165). Foram considerados como fisicamente ativos 0s pacientes que
realizavam pelo menos 150 min. de exercicio de intensidade moderada por semana, de

acordo com a recomendacdo internacional (166).

O habito de fumar foi categorizado em ndo fumante ou fumante, e o héabito do
etilismo em presente ou ausente. Considerou-se ex-fumante de acordo com a OMS aqueles,

que, apos terem sido fumantes, deixaram de fumar hé pelo menos um més(167).

O recordatorio alimentar de 24h (R24h) foi aplicado em todas as consultas, com a
finalidade de avaliar a ingestdo alimentar e para controlar possiveis fatores de

confundimento.

5.7 AVALIACAO DA INGESTAO DE ALIMENTOS E NUTRIENTES

Os R24h tiveram as medidas caseiras dos alimentos consumidos identificadas e
convertidas para gramatura segundo tabela de equivalentes e medidas caseiras (168). Em
seguida, esses dados foram inseridos no programa Food Processor versdao 7.2
(EshaResearch, Salem, EUA, 1998) para o calculo do valor energético total (VET),

macronutrientes (carboidratos, proteinas, lipideos totais e acidos graxos), fibras e Se.
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5.8 CALCULO DO INDICE DE QUALIDADE DA DIETA REVISADO

Para avaliacdo da qualidade da dieta foi utilizado o indice de qualidade da dieta
revisado (IQD-R) para a populacdo brasileira (126) nos R24h dos tempos iniciais e finais
de cada intervengéo (TO, T90, T120 e T210). O 1QD-R foi baseado nas recomendacdes do
Guia Alimentar da Populacdo Brasileira (2006) (125), da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) (169), do Institute of Medicine (170), no Healthy Eating Index 2005 (HEI-2005)
(123) e da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) (150).

O IQD-R avalia 12 componentes, sendo 9 referentes a grupos de alimentos: (1)
frutas totais (inclui frutas e sucos de frutas naturais), (2) frutas integrais (exclui sucos de
frutas), (3) vegetais totais (inclui leguminosas apenas depois que a pontua¢do maxima de
carnes, ovos e leguminosas for atingida), (4) vegetais totais (vegetais verde-escuros,
alaranjados e leguminosas), (5) cereais totais (representa o0 grupo dos cereais, raizes,
tubérculos e alimentos ricos em carboidratos, tais como biscoitos, massas, batatas e outros,
considerados a base energética do consumo alimentar da populacao brasileira), (6) cereais
integrais, (7) leite e derivados (inclui leite e derivados e bebidas a base de soja), (8) carnes,
ovos e leguminosas e (9) dleos (incluem as gorduras mono e poli-insaturadas, 6leos das
oleaginosas e gordura de peixe); e dois nutrientes: (10) gordura saturada e (11) sédio e, por
fim, o componente (12) Gord_AA que representa a soma do valor energético, proveniente
da gordura solida, alcool e acucar de adicdo. Para a obtencdo da pontuacdo de cada um dos
componentes do IQD-R, todos os alimentos do R24h foram agrupados conforme os
componentes do IQD-R. Para o céalculo do nimero de porcGes pela densidade energética,
foi utilizado o valor total das calorias do grupo de alimento e o valor das calorias por grupo
indicados pelo Guia Alimentar e aplicado a seguinte equacdo: = (total das calorias do

grupo / caloria do grupo pelo Guia) x 1000/ Valor Energético Total (VET) do R24h.

Foi atribuida uma pontuacéo de acordo com a ingestdo alimentar. Entdo, atribuiu-
se pontuagdo maxima (cinco ou 10 pontos) para a ingestdo maior ou igual as porgdes
recomendadas dos grupos de alimentos por 1.000 kcal, zero para auséncia do consumo, e
valores intermediarios foram calculados proporcionalmente a quantidade consumida
(Quadro 3).
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Quadro 3.Critérios para calculo do IQD-R.

Pontuacdo  Critérios para pontuacdo maxima Critérios pontuacéo
maxima por 1000 kcal Kcal/porcdo minima ou intermediaria
IQD-R 100
Cereais totais ? 10 2,0 porcdes 150 Kcal \
Cereais integrais 1,0 porgéo 150 Kcal
Frutas totais ® 5 1,0 porgéo 70 Kcal
Frutas inteiras® 5 0,5 porcao 70 Kcal
Vegetais totais ¢ 5 1,0 porgéo 15 Kcal 0 - Auséncia de
Vegetais verde- 5 0,5 porcao 15 Kcal consumo

escuros €

g Célculo proporcional
alaranjados ¢ Prop

Carnes, ovos e 10 1,0 porgéo 190 Kcal

leguminosas

Leite e derivados © 10 1,5 porcoes 120 Kcal

Oleos 10 0,5 porcéo 73Kcal _/

Gordura saturada 10 <7% do VET 0> >15%do VET
8 >10% do VET

Saédio 10 <0,7g 0 =>>2,0g/1000 Kcal
8 >19g/1000 kcal

Gord_AA 20 <10% do VET 0 2>35% do VET

Célculo proporcional

4 Cereais totais: representa o grupo dos Cereais, raizes e tubérculos; ® Inclui frutas e sucos de frutas
naturais; ¢ Exclui frutas de sucos; ¢ Inclui leguminosas apenas depois que a pontuacdo maxima de
Carnes, ovos e leguminosas for atingida; ¢ Inclui leite e derivados e bebidas a base de soja; ' Inclui
as gorduras mono e poli-insaturadas, 6leos das oleaginosas e gordura de peixe. Gord _AA: gordura
solida, alcool e acucar de adicdo

Fonte: Adaptado de Previdelli et al. 2011.

A pontuacdo méxima da gordura saturada foi atribuida quando o individuo
consumia menos que 7% do VET de acidos graxos saturados na dieta, o ponto de corte
intermediario (10% do VET) correspondeu a 8 pontos, e 0 consumo acima de 15% do VET
foi pontuado como zero(126). A pontuagdo maxima para sddio ocorreu para 0 consumo

750mg/1000 kcal (10 pontos). A pontuacdo intermediaria foi baseada no valor maximo
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estipulado pelo Guia Alimentar da Populagédo Brasileira (125)1000mg/1000 kcal (8
pontos), e zero correspondeu ao consumo > 2000 mg/1000 kcal. No grupo Gord_AA foi
atribuida a pontuagdo maxima (20 pontos) para o consumo < 10% do VET e zero para
consumo > 35%, para pontuagdo intermediaria foi realizado célculo proporcional. Os
componentes do 1QD-R foram investigados separadamente sob dois aspectos: a frequéncia
da pontuagdo maxima e a contribuicdo energética para o VET no inicio de fim de cada
intervencdo nutricional. Foi calculada a mudanca do IQD-R entre o inicio e o fim de cada
intervencdo, e este valor foi categorizado em maior que zero, representando aumento do
IQD-R, e menor que zero, representando reducdo do IQD-R. Essas categorias foram
utilizadas para identificar uma possivel associagdo entre o aumento na qualidade da dieta e

a evolucdo dos parametros antropomeétricos, clinicos e bioguimicos.

Para avaliacdo dos alimentos ultraprocessados, foi quantificada a ocorréncia de
consumo de alimentos como biscoitos, embutidos, refrigerantes, sucos industrializados, e
ingredientes de adicdo agucar, sédio e 6leo vegetal (171) no R24h. Foi calculada a energia

desses alimentos e valores expressos em Kcal.

5.9 VARIAVEIS ANTROPOMETRICAS E PRESSAO ARTERIAL

A avaliacdo antropométrica consistiu na afericdo de peso (Kg), estatura (m) e
perimetro da cintura (cm), célculo do indice de massa corporal (IMC) e razdo
Cintura/Estatura (RCEst).

O peso corporal (Kg) foi avaliado utilizando-se balanca antropométrica eletrdnica
(Filizola®, S&o Paulo, Brasil) com capacidade méxima de 180 Kg e precisdo de 100g,
posicionada sob superficie plana. Os pacientes eram pesados descal¢os, portando roupas
leves (172).

A estatura foi aferida, em metros, por meio de estadidmetro (acurcia de 1mm,
Standard Sanny®, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a balanga, com os pacientes descalcos,
cabeca posicionada na posi¢do de Frankfurt com os bracos estendidos ao longo do corpo
(172).
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A partir das medidas de peso e estatura, foi calculado o IMC, definido como: peso
(kg)/estatura®(m?) (173). A RCEst foi calculada como: Cintura (cm)/Estatura (cm) (174).

O perimetro da cintura (PC em cm) foi aferido com fita métrica inextensivel e
flexivel (acuracia de 0,1 cm, Standard Sanny®, Sdo Paulo Brasil), com o individuo na
posicdo ereta, abdémen relaxado, bracos ao lado do corpo e os pés juntos, sendo a medida
realizada no ponto médio entre a Gltima costela e a crista iliaca(173). Foram considerados

0s seguintes pontos de corte para PC: homens PC > 102 cm e mulheres PC >88 cm (173).

O indice de adiposidade visceral (IAV) (175) também foi calculado por meio das

férmulas:
Homens: IAV= (PC /39,68 + (1,88 x IMC)) x (TG /1,03) x (1,31/HDL-c)
Mulheres: IAV= (PC /36,58 + (1,89 x IMC)) x (TG /0,81) x (1,52/HDL-c)

Em que, PC = perimetro da cintura em cm; IMC = indice de massa corporal em
Kg/m?; TG = triglicerideos em mmol/L (fator de conversdo: TG mg/dL / 88,57); HDL-c:
lipoproteina de alta densidade em mmol/L (fator de conversao: HDL-c mg/dL / 38,67).

Foram avaliadas a pressao arterial sistdlica (PAS) e a diastdlica (PAD) por meio
de um esfigmomanémetro; aferidas duas vezes por profissional treinado, com intervalo de
1min, imediatamente antes da realizacdo do exame da reatividade microvascular e o valor
médio entre as duas aferi¢ces foi utilizado como a presséo arterial do paciente(35). Foi
considerada pressao arterial aumentada, quando PA Sistolica >140 mmHg ou PA diastélica
>90 mmHg (35). A presséo arterial média (PAM) foi calculada como PAD + 1/3 (PAS-

PAD) e foi utilizada no célculo da avaliacdo da funcéo endotelial.

5.10 VARIAVEIS LABORATORIAIS

As amostras de sangue foram coletadas apds 12 horas de jejum noturno e as
avaliacdes bioquimicas foram realizadas por meio de método automatizado (ARCHITECT
€i8200, Abbott ARCHITECT®, Abbott Park, IL, EUA), utilizando kits comerciais (Abbott
ARCHITECT c8000®, Abbott Park, IL, EUA). Foram avaliadas as concentragGes séricas

de glicose, triglicerideos, colesterol total e HDL-colesterol (HDL-c). Os valores de LDL-



60

colesterol (LDL-c) foram calculados pela féormula de Friedewald et al (176)quando
Triglicerideos < 400mg/dL.

Foram calculados os indices Triglicerideos/HDL-c (177) e Logl0

(Triglicerideos/HDL-c) que representam o indice aterogénico do plasma (178).

O HDL-c foi categorizado em niveis adequados quando > 40mg/dL em homens
ou >50mg/dL em mulheres, triglicerideos aumentados quando > 150mg/dL, e LDL-c
aumentado quando >100mg/dL(59). Utilizou-se a meta toleravel da glicemia de jejum (<

130 mg/dL) para avaliar o controle glicémico dos diabéticos (179).

As concentracdes de selénio plasmético foram analisadas em amostras de plasma
coletadas em tubos NH Elementos Tragos com heparina sédica (VACUETTE®)
armazenadas a —20°C até a realizacdo das analises. As andlises foram conduzidas no
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (NexIon™ 300X, Perkin
Elmer, Massachusetts, EUA)(180). As amostras de plasma (0,5 g) foram adicionadas de
0,5 mL de acido nitrico e diluidas com &gua para 5,0 mL de volume final. As
concentragbes do isotopo 8Se foram monitoradas, em razdo da baixa concentragdo de
selénio encontrado em amostras de plasma. Além disso, as analises foram realizadas no
modo DRC com 0,75mL min -1 de metano para controlar as interferéncias. As
concentraces de selénio plasméatico foram utilizadas como marcador de adesdo ao

consumo dos produtos. Se plasmético baixo foi considerado quando <90 pg/L(181).

A atividade antioxidante da glutationa peroxidase plasmatica (GPx3) foi
determinada por ensaio colorimétrico (Cayman Inc., USA) baseado no método de Paglia &
Valentine (182)com sensibilidade de 50 nmol/min/mL,coeficiente de variagdo intra-ensaio
5,7% e coeficiente de variagéo inter-ensaio 7,2%.

A capacidade antioxidante total (CAOT) foi avaliada no plasma por meio da
atividade de varredura do radical 2,2 difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)(183). O ensaio foi
realizado por meio da adi¢do de 20ul de plasma a 380ul de tampéo fosfato de sddio (pH
7,4) e, posteriormente, a 400ul de solugdo 0,1mM de DPPH em metanol. A mistura foi
incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz e, logo em seguida, a
absorbancia das amostras a 520nm foi medida em espectrofotémetro (Sequoia-Turner
modelo 340, Sequoia-Turner Corp. Mountain View, CA) e comparada ao padréo, contendo

apenas a solucdo de DPPH. Os resultados foram expressos em percentual de descoloragao
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do radical DPPH, isto é, o sequestro ou varredura de radicais livres, calculado pela
formula: % de Varredura: (AbsP-AbsAm) / AbsP * 100.

Como marcador de estresse oxidativo, foram dosados, no plasma, o 8-isoprostano
(8-epi PGF2a) e LDL-oxidada. O 8-epi PGF2a foi determinado com kit comercial
(Cayman Inc., USA) pelo método de ELISA (184, 185) e apresenta sensibilidade
2,7pg/mL.

A LDL-oxidada foi determinada com kit comercial (Mercodia, Uppsala, Sweden)
baseado nométodo de ELISA (186, 187). As amostras foram diluidas em 1:6400. O kit
apresenta coeficiente de variagéo intra-ensaio = 6.13% esensibilidade = 0.05 ng/ml.

A concentracdo plasmatica total de nitrito e nitrato (NO2+NO3) foi avaliada com
kit comercial(Cayman Inc., USA), baseado em ensaio colorimétrico com reacdo de Griess
(188).0 kit comercial possui sensibilidade de 2,5uM e 2,7% de coeficiente de variacao

intra-ensaio.

5.11 AVALIACAO DA FUNCAO ENDOTELIAL MICROVASCULAR

A reatividade microvascular cutanea foi avaliada por meio da técnica de Laser
Speckle Contrast Imaging (fluxometria laser speckle), segundo protocolo estabelecido
previamente (104), padronizada e validada (189, 190). O sistema de fluxometria de laser
speckle (comprimento de onda de 780 nm; PeriCam PSI-NR, Perimed AB, Jarfélla, Suécia)
acoplado ao sistema farmacologico de microiontoforese (Perilont, Perimed AB) foi
utilizado para a avaliagdo ndo-invasiva e em tempo real das variagfes de fluxo
microvascular independentes (estimulo acetilcolina) e dependente (hiperemia reativa pos-
oclusiva - HRPO) do endotélio. As imagens foram analisadas pelo software do fabricante
(PIMSoft, Perimed, Jarfalla, Sweden). Para esta avaliagdo 0s pacientes permaneceram
20min. em repouso na posicdo supina em ambiente com temperatura controlada (23 + 1°C)
e cerca de 1h apos refeicdo leve. Todos os individuos fizeram uso das suas medicacOes
habituais na manha do teste. Os tabagistas eram aconselhados a permanecer 4h sem fumar
antes da realizagdo do estudo. As medidas de fluxo microvascular cutaneo foram expressas
em unidades arbitrarias de perfusédo (UAP) de acordo com o consenso europeu (European
Laser Doppler User’sGroups, London 1992) e foram divididas pela PAM para gerar dados
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de Condutancia Vascular Cutanea (CVC), expressas como unidades arbitrérias de perfuséo
por mmHg (UAP/mmHg).

A densidade capilar funcional (DCF) media, ou seja, 0 numero de capilares
funcionais em 01 mm? de pele dos pacientes foi avaliada através de microscopia intravital
de alta resolucdo em cores (Moritex, Cambridge, UK) na pele do dorso da segunda falange
do dedo médio da m&o ndo dominante, tal como foi descrito detalhadamente por Antonios
et al. (191, 192). A aquisicdo e analise posterior das imagens foram realizadas atraves de
sistema integrado semi-automatico (Microvision Instruments, Evry, France). Foi avaliado o
periodo sem estimulo e na hiperemia reativa pés-oclusiva induzida pelo blogqueio do fluxo
sanguineo arterial durante 3 min. através de manguito de esfigmomanémetro inflado a 50
mmHg acima da pressdo sistolica no brago dos individuos. As imagens foram gravadas 30
- 60 segundos apoOs a liberacdo do fluxo arterial (pico da resposta hipéremica pos-
isquémica). A contagem do niimero total de capilares por campo microscopico (1 mm?) foi
realizada através de programa de anélise de imagens semiautomatico calibrado
previamente (Saisam, Microvision Instruments, Evry, France) em trés campos

microscopicos contiguos.

5.12 METODOS ESTATISTICOS

O célculo amostral foi realizado com uma amostra piloto dos primeiros 10
participantes, considerando o valor de incremento de 15 nmol/mim/mL, correspondente a
15% na atividade GPx3 ap0s a intervencao com Castanha-do-Brasil. Foi considerado poder
de 80% e intervalo de confianca de 95% bilateral. O tamanho amostral calculado foi 63 por

grupo e a ele foi acrescido 30% para contabilizar possiveis perdas, totalizando 81.

As analises estatisticas foram conduzidas no software IBM® SPSS® Statistics versdo 21.
Foram incluidos, na analise estatistica, apenas os pacientes que concluiram o estudo. Os
resultados foram apresentados como media + DP ou Mediana (25% - 75%). A
normalidade das variaveis foi investigada, usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Para
avaliar as diferencas nas variaveis categoricas foi utilizado o teste Qui-quadrado para
avaliacdo intergrupos e o teste Mc Nemar para avaliacdo de dados categdricos pareados ao
longo do tempo. Para comparacdo dos teores de polifendis e atividade antioxidante do
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granulado de Castanha-do-Brasil com dados da Castanha-do-Brasil inteira e da pelicula da
Castanha-do-Brasil, provenientes de outro estudo, foi utilizado o teste One-Way ANOVA.
Para avaliar o efeito intragrupos de intervencdo (Castanha-do-Brasil e Placebo) nos
parametros de consumo alimentar, antropométricos e laboratoriais paramétricos foi
utilizado o teste ANOVA de medidas repetidas (ANOVA-R) e considerada a estatistica de
multivariada por meio do teste Wilk's Lambda. Para os dados ndo paramétricos de
consumo alimentar, antropometria e laboratoriais foi aplicado o teste Friedman. Foi
considerado o fator intergrupos do teste ANOVA-R na comparagdo entre 0s grupos de
intervencdo para as mesmas variaveis paramétricas. Para a comparacao entre grupos das
variaveis ndo parametricas foi calculada a taxa de variacdo mensal e utilizado o Teste t
Student. Os parametros da microcirculacdo sistémica foram testados por meio do Teste t
Student pareado ou Wilcoxon Signed Ranks, enquanto que o efeito entre os grupos de
intervencdo foi avaliado pelo teste Teste t Student ou Mann-Whitney U de acordo com a
distribuicdo das varidveis. Para investigar a associacdo entre a atividade da GPx3 e a LDL-
oxidada ou o0 8-epi PGF2a foi realizado o modelo de regressdo linear mudltipla,
considerando o fator entre grupos de intervencdo, e em seguida ajustada para sexo, idade,

diabetes, tabagismo e IMC. Considerou-se como valor de significancia p < 0,05.
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6 RESULTADOS

Cento e trinta e sete pacientes foram recrutados. Destes, 136 eram elegiveis ao
estudo, porém 11 se recusaram a participar, por falta de disponibilidade de tempo.Com
isso, 125 pacientes foram randomizados, destes 91concluiram todas as etapas do estudo,
ocasionando uma perda de 27,2%. A Figura 7 mostra o fluxo de acompanhamento dos
pacientes e as perdas ao longo do estudo. A perda de seguimento foi maior durante a
intervencdo com o granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil, porém
n&o houve nenhum relato de desisténcia relacionado ao uso ao produto.

Os individuos que completaram o estudo eram mais velhos, apresentavam menor
escolaridade e maior controle glicémico (Tabela 1). Em relacdo aos demais parametros,
ndo houve diferenca entre as perdas de seguimento e 0s pacientes que concluiram o estudo.

A maior parte do grupo estudado era idoso (57,1%) e ndo houve diferenca entre a
frequéncia dos géneros. As principais comorbidades foram diabetes (46,2%) e
sobrepeso/obesidade (67,0%). Foram observados 29,7% (n = 27) de obesidade e 62,6% dos
pacientes apresentaram acumulo excessivo de gordura abdominal no inicio do estudo. Os
principais eventos e procedimentos clinicos foram infarto agudo do miocérdio (IAM) e
cirurgia de revascularizacdo do miocardio (CRM) (Tabela 1). A média do tempo de
diagnostico de Diabetes, HAS e dislipidemia foi de aproximadamente 10 anos e 50% da
populacdo apresentou tempo de HAS maior que 9 anos e de dislipidemia maior que 8 anos.
Dentre os diabéticos, metade dos individuos apresentou tempo de doenca maior que 8
anos.

A frequéncia de tabagismo foi alta e os ex-tabagistas representaram 61,5% (n=56)
do grupo estudado. Também foi observada a alta frequéncia de etilismo e sedentarismo. A
maior parte do grupo de estudo apresentou baixa escolaridade (Tabela 1).

As medicacOes mais usadas pelo grupo de estudo foram: estatinas (81,3%), fibratos
(33%), hipoglicemiante oral (48,4%), simpaticolitico (72,5%), inibidores da enzima
conversora de angiotensinogénio (53,8%), diuréticos (49,5%), bloqueadores do canal de
calcio (40,7%), bloqueador de receptor AT1 (36,3%), vasodilatadores (12,1%), AAS
(65,9%).
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Figura 7. Fluxograma de pacientes em cada fase do estudo.



Tabela 1 — Caracteristicas do grupo que completou o estudo comparado aos que
ndo completaram o estudo.

Completou estudo/

Incluidos na analise N&o completou
estatistica (n=91) estudo (n = 34)

Idade (anos) * 62,1+9,3 56,9 £ 10,5
Sexo masculino —n (%) 47 (51,6) 19 (55,9)
Diabéticos — n (%) 42 (46,2) 17 (50,0)
Sobrepeso / Obesidade — n (%) 61 (67,0) 26 (78,8)
AVE —n (%) 06 (6,6) 02 (5,9)
IAM —n (%) 39 (42,9) 11 (32,4)
Angioplastia percutanea das
coronérias — n (%) 22 (24,2) 08 (23,5)
CRM —n (%) 29 (31,9) 08 (23,5)
Angina —n (%) 36 (39,6) 16 (47,1)
Tempo de DM (anos)# 10,6 + 11,2 11,2+8,3
Tempo de HAS (anos) 11,8+9,7 10,7 + 8,6
Tempo de DLP (anos) 10,1 +9,7 9,3+7,8
Tabagistas — n (%) 23 (25,3) 07 (21,9)
Etilistas — n (%) 32 (37,2) 09 (29,0)
Sedentarismo — n (%) 68 (74,7) 27 (79,4)
Estado civil (casado) — n (%) 54 (60,0) 20 (62,5)
Escolaridade — n (%) *

0 -9 anos 64 (71,1) 17 (53,1)

10— 12 anos 18 (20,0) 14 (43,8)

> 12 anos 08 (8,9) 01 (3,1)
IMC (Kg/m?) 28,8 +5,1 30,8+5,5
PC (cm) 100,1+£12,3 104,4 £12,5
PAS (mmHg) 146,5 + 28,7 137,9+21,1
PAD (mmHg) 81,8+13,7 83,2+ 13,0
Glicose (mg/dL) §* 109,0 (90,0 - 137,0)  120,0 (102,5 - 174,0)
Triglicerideo (mg/dL) § 153,0 (119,0 - 226,0) 211,0 (118,0 - 456,5)
Colesterol Total (mg/dL) 204,4 £ 61,7 217,7 +114,7
HDL-colesterol (mg/dL) 39,7+12,3 358+9.2
LDL-colesterol (mg/dL) 125,8 £ 54,8 116,8 £ 61,9

n (%), Média + DP, Mediana (25° - 75° percentil). * p < 0,05. Teste Qui-
quadrado, Teste t Student, 8§Teste Mann-Whitney U. # Foram considerados
apenas o0s diabéticos. DM: diabetes; HAS: Hipertensdo arterial, DLP:
dislipidemia; AVE: acidente vascular encefalico, IAM: infarto agudo do
miocérdio, CRM: cirurgia de revascularizacdo do miocardio, IMC: indice de
massa corporal, PC: perimetro da cintura, PAS: pressédo arterial sistdlica, PAD:
pressdo arterial diastélica, HDL: lipoproteina de alta densidade, LDL.:
lipoproteina de baixa densidade.
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Embora todos os pacientes estivessem recebendo tratamento medicamentoso para
dislipidemia e hipertenséo, 60,4% apresentaram pressdo arterial aumentada no inicio do
estudo. Em relagéo as concentracdes de lipideos séricos, 94,5% dos pacientes apresentaram
alguma alteracdo no perfil lipidico no inicio no estudo, sendo 52,7% triglicerideos
aumentados, 60,4% LDL-c aumentado e 33,3% apresentaram ambos 0s parametros
alterados. Dentre os diabéticos, mais da metade ndo atingiu a meta toleravel de controle da
glicemia (52,4%, n = 22).

A Tabela 2 apresenta a composicdo centesimal do granulado parcialmente
desengordurado de Castanha-do-Brasil, placebo e Castanha-do-Brasil. Pode ser observado
que o granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil apresentou 42,7% de
lipideos e 26,3% de proteinas, diferentemente do placebo, com maior conteudo de
carboidrato. Dos acidos graxos, o mais prevalente foi o poli-insaturado do tipo linoleico (n-
6), seguido do &cido graxo monoinsaturado. O granulado de Castanha-do-Brasil também
apresentou alto teor de fibra alimentar (19,9%).

Tabela 2. Composicéao nutricional do granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-
Brasil, placebo e Castanha-do-Brasil.

Placebo 2 Granulado de Castanha-  Castanha-do-Brasil 2

(109) do-Brasil (139) (130)

Energia (kcal) 36,5 64,38 + 1,51 85,28
Umidade (%) 8,3 5,84 £ 0,40 0,45
Carboidrato (g)* 8,92 0,17 £ 0,02 0,63
Proteina (g) 0,12 3,42 £0,04 1,86
Lipideos (g) 0,03 5,56 + 0,01 8,64
AG saturado (Q) 0,01 1,31 1,96
16:0 (palmitico) (g) 0,009 0,76 1,18
18:0 (esteérico) (g) 0,001 0,52 0,75
AG monoinsaturado (g) 0,01 1,58 3,19
AG poli-insaturado (g) Tr 2,10 2,67

18:3 (n-3) (9) 0,001 0,003 0,003
18:2 (n-6) (g) 0,003 2,09 2,7
Trans-isdmeros totais (g) NA <0,001 Tr
Fibras (g) 0,65 2,58+0,18 0,97
Cinzas (Q) 0,10 0,50 + 0,09 0,46

Selénio (ug) 0,073 2275+ 2,6 249,21

Dados representam a média + desvio-padrdo. NA: ndo analisado. Tr: trago.! Carboidrato
calculado por diferenga, exceto fibras.? Tabela brasileira de composicéo de alimentos (TACO),
NEPA-UNICAMP.2 National Nutrient Database for Standard Reference, volume 26, 12078.
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A composicdo do granulado de Castanha-do-Brasil se assemelhou & Castanha-do-
Brasil, exceto pelo menor teor de lipideos totais e acidos graxos monoinsaturados e maior

teor de proteina e fibra alimentar.

Foram avaliados, também, os polifendis e a capacidade antioxidante do granulado
de Castanha-do-Brasil, e foi observado que o Granulado de Castanha-do-Brasil apresentou
teor de polifendis totais livres similar a Castanha-do-Brasil, maior capacidade de reducdo
do DPPH e maior captura do radical ABTS em relacao a Castanha-do-Brasil inteira, como

mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Teor de polifendis e atividade antioxidante do granulado parcialmente desengordurado de
Castanha-do-Brasile da Castanha-do-Brasil L.

Granulado de Castanha-do-Brasil Pelicula da
Castanha-do-Brasil inteiral Castanha-do-Brasil *
Polifendis livres? 265,1 + 18,947 331,39 £ 21,51 1140,36 + 81,83
Reducdo % de DPPH 30,93 + 2,59*# 20,33 £ 1,56 95,34 + 3,08
FRAP® 3,26 + 0,43
Captura do radical ABTS® 51,37 £ 9,51*% 36,28 £ 2,49 92,82 £ 0,56

Média + Desvio Padrdo.! Fonte John & Shahidi (193): Extracdo com 80% metanol. Teste One-Way
ANOVA e pos-teste Bonferroni. *p<0,05 Granulado de Castanha-do-Brasil vs. Castanha-do-Brasil;
#p<0,05 Granulado de Castanha-do-Brasil vs. Pelicula da Castanha-do-Brasil. GAE: acido galico;
DPPH: 2,2-difenil-1-picrylhydrazil;, FRAP: Poder antioxidante de reducdo férrica; ABTS: 2,20-
azino-bis (&cido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonico) 2 Polifendis livres expresso como mg de GAE/100g.
PFRAP expresso como pmol/sulfato ferroso /g. ¢ Captura do radical ABTS expresso como pmol de trolox/g

Durante a intervencdo nutricional com granulado parcialmente desengordurado de
Castanha-do-Brasil foi observado aumento significativo da ingestao de lipideos, devido ao
aumento da ingestdo de acidos graxos poli-insaturados (p < 0,001), contribuindo para o
aumento significativo da razdo n6/n3 (p<0,001). Além disso, foi observado o aumento da
ingestdo de selénio (p < 0,001), como ja era esperado (Tabela 4). N&do houve modificacao

da ingestéo de carboidrato, proteina e fibras ao longo do estudo.

A Tabela 5 apresenta a contribuicdo dos grupos de alimentos para o Valor
Energético Total (VET) da dieta. E, nesse caso, pode-se observar reducédo significativa do
consumo de leguminosas em ambos 0s grupos de intervencdo e, ainda, redugdo do
consumo de frutas e aumento do consumo de gordura saturada no grupo Dieta + granulado

de Castanha-do-Brasil.
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A média geral do 1QD-R, no inicio do estudo, foi 72,3 + 10,55 pontos. N&o houve
diferenga do indice de qualidade da dieta entre os géneros (p=0,144), diabéticos e nédo
diabéticos (p=0,382), individuos tabagistas e nd&o-tabagistas (p=0,493), eutrdficos e
sobrepeso/obesidade (p=0,271) e em diferentes niveis de escolaridade (p=0,270). Contudo,
os etilistas apresentaram indice de qualidade da dieta significativamente menor que os nao-
etilistas (66,1 + 9,8 vs. 72,7 + 10,6; p= 0,009; respectivamente).

Né&o foi observada mudanca na média da qualidade da dieta durante o estudo em
ambos os grupos de intervencdo (Placebo de 71,4 + 8,7para 73,4 + 8,4, p=0,053; Castanha
de 73,0 £ 9,0 para 72,0 * 8,6, p=0,319).

A Figura 8 analisa a frequéncia de pontua¢do maxima de cada componente do 1QD-
R isoladamente. Observa-se que um pequeno percentual do grupo de estudo atingiu o
consumo recomendado de cereais integrais e leite e derivados, além disso, menos de 50%
do grupo consumiu, adequadamente, cereais totais, frutas totais e integrais e gordura
saturada. Houve reducdo significativa para a pontuacdo méxima da gordura saturada no
grupo Dieta + granulado de Castanha-do-Brasil, que ocorreu em virtude do aumento de

gordura saturada demonstrado na Tabela 5.

A investigacdo do consumo energético, proveniente de alimentos ultraprocessados
como biscoitos, embutidos, refrigerantes e sucos industrializados, mostrou reducao
significativa do consumo de biscoitos, acucar de adicdo, 6leos vegetais independente da
intervencdo nutricional (Figura 9). Ndo houve diferenca para o consumo de embutidos,
sucos industrializados e sédio total em ambas as intervengdes nutricionais. O consumo de
sodio no inicio do estudo foi alto 2964,7 (2070,0 — 4090,9) mg e 2483,5 (1944,5 —
3876,8)mg nos grupos placebo e castanha, respectivamente.
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Tabela 4. Consumo de energia, macronutrientes, fibra alimentar e selénio ao longo do estudo de acordo
com intervencdo nutricional.

Inicio 4 sem 8 sem 12 sem pt p?
VET (Kcal/dia)
Placebo 1497,7+587,9 1354,2+584,5 1258,3+578,2 1378,7+5942 * NS
GCB 1385,0+636,6 14442+7952 1373,4x608,9 13551 +5051 NS
CHO (% VET)
Placebo 51,6 53,1 53,7 55,1 NS *
(42,3-589)  (44,8-59,3) (458-654)  (48,1-62,0)
GCB 56,4 52,3 52,6 50,7 NS
(46,1 -64,1) (43,9 61,9) (439-59,9) (44,6 —57,7)
PTN (% VET)
Placebo 22,4 23,1 21,0 22,0 NS NS
(16,4-30,0) (16,3 —28,5) (150-28,00 (155 -27,3)
GCB 21,8 20,3 19,6 21,2 NS
(174-259)  (16,1—28,0) (154-263)  (17,6—254)
LIP (% VET)
Placebo 24,4 23,0 22,0 22,2 NS *
(183-316)  (17,7-30,2) (162-31,00  (21,6-34,3)
GCB 21,1 25,0 25,4 28,2 *
(15,7 -33,9) (19,2 -34,2) (184 -314) (21,6 —34,3)
AGS (% VET)
Placebo 7,2 7,1 6,8 6,7 NS *
(5,0 - 11,1) (4,8 - 10,1) (4,6 -9,3) (4,5-10,2)
GCB 8,2 8,2 6,6 8,9 NS
(4,1-10,8) (53-11,9) (5,0-11,1) (5,4 —12,6)
AGMI (% VET)
Placebo 8,8 7,2 6,9 6,9 NS *
(5.4 —12,9) (3,8-11,9) (3,7-12,9) (45 -132)
GCB 7,3 8,2 8,2 9,8 NS
(5,3 — 10,4) (5,4 — 12,5) (5,3 12,6) (5,9 — 14,3)
AGPI (% VET)
Placebo 2,9 2,7 2,5 2,6 NS #
(2,0 -4,0) (1,3-4,2) (1,2 -4,3) (1,8-4,2)
GCB 2,6 3,8 45 45 #
(1,8-42) (2,8-5,8) (3,0-7,1) (32-71)
AG n6/n3
Placebo 7,767 1,747 78x4,7 82+43 NS #
GCB 6,9+4,3 12,3 £6,0 147+75 156+11,0 #
Fibras (g/dia)
Placebo 21,0+11,6 20,9 +18,3 18,6 £10,9 189+9,9 NS NS
GCB 194+12,0 22,2+117 22,0+104 21,0+£10,3 NS
Se (pg/dia)
Placebo 62,8 + 44,7 59,0 + 44,6 58,6 + 46,8 58,5 + 33,7 NS #
GCB 57,5+42,7 276,9 £ 36,4 281,9+47,8 2828+369 #

Os valores sdo expressos como Média + Desvio Padrdo ou Mediana (Percentil 25 —75). * p<0,05e #p
< 0,001. p* Teste de ANOVA-R ou Friedman para modificagdo ao longo do tempo do estudo (inicio, 4
sem, 8 sem e 12 sem) em cada intervencdo nutricional. p> Teste ANOVA-R fator entre grupos ou Teste
Mann-Whitney para taxa variacdo ao longo do tempo (varidveis ndo-paramétricas).VET: Valor
energético total; CHO: carboidrato; PTN: proteina; LIP: lipideos; AGS: acido graxo saturado; AGMI:
acido graxo monoinsaturado; AGPI: acido graxo poli-insaturado; AG n6/n3: razdo entre os acidos
graxos linoleico e linolénico; Se: selénio, Sem: semanas.



Tabela 5. Contribui¢do dos grupos de alimentos para o Valor Energético Total (VET) de acordo com a intervencgdo nutricional.

Grupos de alimentos
(% VET)

pl

Dieta + Placebo

pl

Dieta + Castanha-do-Brasil

pl

2

Y

(12 sem)

3

p
W)

Cereais totais 2
Frutas totais P
Frutas integrais ©

Vegetais totais ¢

Vegetais verde-

escuros e alaranjados
d

Carnes e ovos
Leguminosas
Leite e derivados ©
Oleos

Gordura saturada

Gord AA

(21,8-41,6) (26,9-43,7)

(1,3-125) (1,5-11,7)

(11,6 -31,8) (12,4 -28,4)
(1,7-11,1)
(25-137) (30-132)
(3,3-10,5)

(20-109) (2,0-10,1)

0,143
0,563
0,311

0,590

0,155

0,338
0,029
0,780
0,117
0,095

0,622

(22’0_44’1) (27,9‘44,4)

(11,7-32,8) (11,6-28,2)

0,157
0,201
0,055

0,492

0,122

0,428
0,337
0,903
0,017
0,808

0,931

(21,7-42,1) (24,7 - 43,0)

(2,1-143) (0,7 -10,5)

(11,2-30,5) (12,7 - 28,9)
(2,4-12,7)

(2,1-13,7)

0,493
0,042
0,680

0,982

0,747

0,659
0,037
0,790
0,631
0,006

0,590

0,208
0,058
0,346

0,818

0,894

0,781
0,953
0,637
0,937
0,047

0,799

0,640
0,023
0,117

0,583

0,327

0,733
0,451
0,882
0,020
0,723

0,621

Os valores sdo expressos como mediana (25% — 75%). O que é o valor em negrito?? Cereais totais: representa o grupo dos Cereais, raizes e tubérculos e cereais
integrais; ° Inclui frutas e sucos de frutas naturais; ¢ Exclui frutas de sucos; ¢ Inclui leguminosas apenas depois que a pontuacdo maxima de Carnes, ovos e
leguminosas for atingida; ¢ Inclui leite e derivados e bebidas a base de soja; * Inclui as gorduras mono e poli-insaturadas, 6leos das oleaginosas e gordura de
peixe; Gord_AA: calorias provenientes de gordura sélida, alcool e acucar de adigédo. ‘TesteWilcoxon. 2 Teste de Mann Whitneyem 12 sem entre Dieta +
Placebo e Dieta + Granulado de Castanha-do-Brasil.® Teste de Mann Whitneyentre os A (12 sem — Inicio) Dieta + Placebo e Dieta + Granulado de Castanha-do-

Brasil. Sem: semanas.
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Dieta Revisado (IQD-R) de acordo com a intervencédo nutricional em pacientes hipertensos
e dislipidémicos.
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N&o houve mudanga na evolugdo dos seguintes dados antropomeétricos e clinicos:
peso, IMC, PC, PAS e PAD (Tabela 6). Porém, durante doze semanas de intervencao
nutricional com granulado de Castanha-do-Brasil foi possivel observar reducao
significativa da Razdo cintura-estatura (RCEst). O Indice de adiposidade visceral
aumentou significativamente durante a intervengdo com placebo. Os valores de PAS
encontravam-se, em media, acima do valor de normalidade (140 mmHg) no inicio e fim de
ambas intervencdes. Ao final do estudo, 52,8% (n = 48) dos pacientes apresentavam

valores de pressao arterial elevados.

N&o houve modificagdo do tempo semanal despendido com atividade fisica durante
a intervencdo (inicio, 4 sem, 8 sem e 12 sem), com dieta + placebo (p=0,690) e dieta +
granulado de Castanha-do-Brasil (p=0,474).

Os parametros bioquimicos glicose, colesterol total, LDL-c, triglicerideos, Apo Al
e Apo B ndo mostraram mudanca, independente da intervengdo nutricional (Tabela 7).
Entretanto, pode ser observado aumento significativo do HDL-colesterol e reducdo
significativa da Razdo LDL-c/HDL-c durante o consumo do granulado de Castanha-do-
Brasil. Enquanto que, durante a intervencdo com placebo, houve aumento significativo da
Razdo TG/HDL-c. A glicemia de jejum e os triglicerideos apresentaram valores médios

acima do valor de normalidade no inicio e fim de ambas as intervencdes.

Contudo, dentre os pacientes que apresentavam concentracao sérica de LDL-c >
100mg/dL no inicio do estudo, 10,5% (n = 6) e 18,0% (n = 11) reduziram o LDL-c para
menos de 100 mg/dL na dieta placebo e dieta granulado de Castanha-do-Brasil
respectivamente. E aqueles que apresentavam Triglicerideo sérico > 150,0 mg/dL no inicio
do estudo, 18,9% (n = 10) e 13,0% (n = 7) reduziram o Triglicerideo plasmatico para <

150,0 mg/dL na dieta placebo e granulado de Castanha-do-Brasil respectivamente.

A Tabela 8 apresenta os resultados de associagdo entre o aumento ou reducéo, da
qualidade da dieta (IQD-R) com a evolucdo dos parametros antropomeétricos, da presséo
arterial sisttmica e exames laboratoriais de acordo com a intervencdo nutricional. Foi
observada a reducdo significativa das concentragdes de Triglicerideos séricos e do 8-epi
PGF,, ap0s intervencdo com dieta + granulado de Castanha-do-Brasil no grupo que
apresentou aumento da qualidade da dieta em relacdo ao placebo. E é possivel observar
uma tendéncia para reducdo da pressdo arterial sistolica e diastolica, do colesterol total,

LDL-c e LDL-oxidada, e tendéncia para aumento do HDL quando houve aumento da
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qualidade da dieta apos intervencdo com dieta + granulado de Castanha-do-Brasil, apesar
de n&o ter sido observada significancia estatistica.

Tabela 6. Caracteristicas antropométricas e presséo arterial de acordo com a intervengéo
nutricional em pacientes hipertensos e dislipidémicos.

Inicio 4 sem 8 sem 12 sem pt  p?
Peso (Kg)
Placebo  75,0+149 749+149 75,1+15.2 75,1 £154 NS NS
GCB 75,2 +£15,3 75,2 +15,3 75,2+ 155 75,2 £15,6 NS
IMC (Kg/m?)
Placebo 28,349 28,349 28,450 284 £5/1 NS NS
GCB 28,3 £5,0 28,351 28,3+5,1 28,3+5,2 NS
PC (cm)
Placebo 98,9 £114 989+114 99,0+ 11,7 98,6 £11,8 NS NS
GCB 994 +123 99,3+11,8 98,8 +12,3 98,8 £12,3 *
PAS (mmHg)
Placebo 1453 +279 1419+ 36,2 146,3 £ 38,5 140,6 £ 24,3 NS NS
GCB 141,4+26,0 142,7+ 23,4 1446 + 24,3 142,7+ 24,0 NS
PAD (mmHg)
Placebo 81,0+144 82,4+179 85,3+20,9 78,4+ 14,4 NS NS
GCB 78,9+9.38 78,1+128 83,8+ 14,7 78,1+9,6 NS
RCEst
Placebo 0,610+0,072 0,610+0,071 0,610+0,074 0,608+0,073 NS NS
GCB 0,610+0,072 0,609+0,0/0 0,606+0,071 0,606+ 0,071 *
IAV
Placebo 3,0 (22-45) 29(18-44) 29(15-44) 31(16-47 * NS
GCB 32(20-53) 31(1,8-49 30(1,9-46) 31(1,8-56) NS

Média + Desvio Padrdo, Mediana (25° - 75° percentil). * p<0,05. p* Teste de ANOVA-R
ou Friedman para modificacdo ao longo do tempo do estudo (inicio, 4 sem, 8 sem e 12
sem) em cada intervencao nutricional. p? Teste de ANOVA-R fator entre grupos (Placebo
vs. Granulado de Castanha-do-Brasil) ou Teste Mann-Whitney para taxa variacdo ao longo do
tempo (varidveis ndo-paramétricas). GCB: Granulado de Castanha-do-Brasil, Sem: semanas,
IMC: indice de massa corporal; PC: perimetro da cintura, PAS: pressdo arterial sistolica;
PAD: pressdo arterial diast6lica, RCEst: Raz&o cintura (cm) — estatura (cm); IAV: indice
de adiposidade visceral.
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Tabela 7. Caracteristicas bioquimicas e marcadores aterogénicos de acordo com a intervengdo

nutricional em pacientes hipertensos e dislipidémicos.

Inicio 4 sem 8 sem 12 sem pt  p?
Glicose (mg/dL)
109,0 105,5 109,0 105,5
Placebo  9531300)  (92.3-138,0)  (93.0-139,0)  (94,0-1263) N> NS
ccB 104,0 102,0 103,0 107,0 NS
(925-1265)  (92,0-130,0)  (89,5-1355)  (93,5-138,5)
CT (mg/dL)
Placebo  199,1+61,7 190,0+563 1953+579  2003+648 NS NS
GCB 2045+643 2016693 2060+848  2027+631 NS
HDL-c (mg/dL)
Placebo  389+135  394+119  396+118  41,1+130 NS NS
GCB 388+117  396+109  388+119  413+147 *
LDL-c (mg/dL)
109,5 105,0 112,0 109,0
Placebo  a791453)  (86,5-138,3)  (84.8-1383)  (823-1465) o NS
ccB 115,0 106,0 106,0 111,0 NS
(87,0-1435)  (84,0-1430)  (88,5-151,0)  (87,0-144,5)
TG (mg/dL)
1535 146,0 158,0 165,0
Placebo 1193.0200)  (107,8211,5)  (93.3-238,3)  (1033-2203) o NS
ccB 153,0 155,0 146,0 161,0 NS
(120,0-236,5)  (106,0-229,0)  (110,0-2225)  (114,5-242,0)
CT /HDL<
Placebo 54 (4,0-6,7) 49(40-59) 493861 51 (3861 * NS
GCB 50(4164) 50(3961) 50(41-61) 48(3861) NS
LDL-c/HDL-c
Placebo  3,1(2,3-42)  29(22-38) 30(22-40) 29(2138 NS NS
GCB  31(2438  30(2239) 30(2539 28(22-38 *
TG /HDL-c
Placebo 4,3 (2,6-7,0) 38(2562) 40(20-78) 452468  * NS
GCB 44(29-74) 41(2569) 43(26-66) 41(24-67) NS
Log (TG/HDL-c)
Placebo  0,65+0,34  061+030  061+036  061+037 NS NS
GCB  066+036  063+033  065+036  065+037 NS
Apo A-1 (mg/dL)
Placebo  146,4+31,3  142,0+286  1440+263  1399+237 NS NS
GCB 147,4+263  141,6+280 1408+224  1426+272 NS
Apo B (mg/dL)
Placebo 101,9+22,9  991+274  991+273  1038+283 NS NS
GCB  101,8+260  97,6+27,7  1000+255  1020+270 NS

Média + Desvio padrdo ou Mediana (25° - 75° percentil). * p < 0,05. p* Teste de ANOVA-R ou
Friedman para modificagdo ao longo do tempo do estudo (inicio, 4 sem, 8 sem e 12 sem) em cada
intervencéo nutricional. p? Teste de ANOVA-R fator entre grupos ou Teste Mann-Whitney para taxa
variacao ao longo do tempo (variaveis ndo-paramétricas). Sem: semanas, CT: colesterol total; HDL-
c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade;
TG: triglicerideos, Apo A-1: apolipoproteina A-1; Apo B: apolipoproteina B.
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Dieta + Placebo

Dieta + Castanha-do-Brasil

Reduziu IQD-R  Aumentou IQD-R pt Reduziu IQD-R  Aumentou IQD-R pt p?
(n=35) (n =45) (n=44) (n=32)
A Peso (Kg) 0,32 +£0,43 -0,04 £ 0,24 0,469 0,21 +£0,23 -0,34 £ 0,76 0,492 0,706
A IMC (Kg/m?) 0,12+0,17 -0,01 £ 0,09 0,501 0,06 £ 0,09 -0,09 £ 0,28 0,619 0,766
A PC (cm) 0,03+0,51 1,86+ 2,14 0,467 -0,68 £ 0,41 -0,63+0,43 0,935 0,334
A PAS (mmHg) -4,57 £ 4,67 -1,14 £ 3,43 0,546 -0,24 £ 2,45 -2,09 £ 3,62 0,662 0,851
A PAD (mmHg) -3,46 + 2,58 0,20 + 1,30 0211  031+146 -2,00 % 2,20 0,384 0,392
A Glicose (mg/dL) -3,92 £ 4,96 0,18 + 8,84 0,707 -2,51 £5,02 0,58 £7,35 0,720 0,974
A CT (mg/dL) -5,39 + 6,85 8,61 + 6,87 0,159 -3,11+7,52 -7,39+7,33 0,696 0,125
A TG (mg/dL) -42,53 £ 19,33 18,96 + 12,56 0,007 12,00 £ 25,12 -33,19 + 25,10 0,223 0,045
A HDL-¢ (mg/dL) 3,08+1,17 1,64 + 1,40 0,446  1,49+1,16 4,03+ 1,90 0231 0,304
A LDL-c (mg/dL) -2,81+£6,74 443 +6,41 0,441 1,36 £6,59 -11,61+£7,13 0,195 0,103
A LDL-oxidada (U/L) -2,71 + 3,80 2,01 £3,52 0,365 -3,38 £ 2,82 -6,81 + 4,87 0,517 0,136
A 8-epi PGF2q(pg/mL) 2,44 + 1,26 2,18 £ 0,93 0,868 147+ 157 -4,58+£1,76 0,013 <0,001
A GPx3 (nmol/mim/mL) -0,64 + 6,37 3,09 £ 5,47 0,657 15,89 £ 10,66 18,87 £ 10,69 0,852 0,153

Os valores s3o expressos como média + EP. A = 12 semanas — inicio.
Reduziu IQD-R: A IQD-R < 0; Aumentou IQD-R: A IQD-R > 0.

! Teste t student intra grupo de intervencdo. *Teste t student inter grupo de intervengdo para A IQD-R > 0.
IMC: indice de massa corporal; PC: perimetro da cintura, PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica, CT: colesterol

total; TG: triglicerideos; HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c: colesterol da lipoproteina de baixa densidade; 8-epi
PGF.q: 8-epi prostaglandina F»,; GPx3: glutationa peroxidase plasmatica.
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Figura 10. Evolucdo do selénio plasmatico ao longo do estudo, de acordo com a
intervencdo nutricional e no periodo de washout. Sem: semanas. ** Teste t Student entre

grupos p < 0,01.

A concentracdo basal de Se plasmatico do grupo estudado foi de 87,0 + 16,8 ug/L,
e foi observado que 57,1% (n=52) dos pacientes apresentaram baixo Se plasmatico (<90
ug/L). Ao longo do tratamento, as concentracBes plasmaticas de Se aumentaram
significativamente (Figura 10) com a interven¢do de Castanha-do-Brasil (Total 180,6 +
67,1 pg/L, 12 etapa 195,8 £ 67,4 ug/L e 22 etapa 168,0 + 67,4 pug/L). Apos intervencdo com
placebo 39,6% (n=36) dos pacientes apresentaram baixas concentracdes de Se plasmatico ,
enquanto que apenas 4,4% (n=4) apresentaram baixas concentracBes de Se plasmaético
apos intervencdo com Castanha-do-Brasil. Ao final do estudo (28 sem), a mediana e
quartis de Se plasmatico foram 124,0 (92,25 — 168,25) pg/L. Foi possivel verificar o efeito
carry over nas concentragfes de Se, apds o periodo de washout do grupo que iniciou a
intervengdo com o granulado de Castanha-do-Brasil na Figura 10. Porém, esse efeito néo
foi observado entre os tempos basais da primeira e segunda etapa para as variaveis

antropomeétricas, clinicas e bioguimicas (Tabela 9).
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Tabela 9. Comparacéo das caracteristicas antropométricas, clinicas, e bioguimicas
entre o inicio da 12 etapa e 0 inicio da 22 etapa (ap0s o0 washout).

Etapa 1 (basal) Etapa 2 (16 sem) p
IMC (Kg/m?) 28,8 5,1 28,6 £5,3 NS
PC (cm) 100,1 + 12,3 98,1+ 16,1 NS
PAS (mmHg) 146,5 + 28,7 141,1+27,1 NS
PAD (mmHg) 81,8 + 13,7 76,0+ 11,9 0,003
Glicose (mg/dL) 109 (90,0 - 137,0) 105 (93,0 —131,5) NS
Triglicerideo (mg/dL) 153,0 (119,0 - 226,0) 157,0 (108,5-231,5) NS
Colesterol Total (mg/dL) 204,4 + 61,7 198,8 £ 62,3 NS

HDL-colesterol (mg/dL) 39,0 (31,0-47,3) 36,0 (28,5 - 46,0) NS
LDL-colesterol (mg/dL) 113,0(88,0—151,5) 112,0(84,5-1415) NS
Média + desvio-padrdo ou Mediana (25° - 75° percentil). Teste t Student pareado ou
Wilcoxon Signed Ranks. IMC: indice de massa corporal; PC: perimetro da cintura,
PAS: pressdo arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastélica, CT: colesterol
total; HDL-c: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-c: colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; TG: triglicerideos,

Foi observado aumento significativo da atividade da GPx3 e reducdo da LDL-
oxidada ap0s a intervencdo com dieta + granulado de Castanha-do-Brasil (Tabela 10). No
final de 12 semanas a capacidade antioxidante total do plasma foi menor na dieta placebo

em relagdo a dieta com Castanha-do-Brasil (p = 0,024).

Tabela 10. Efeito do consumo de granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-
Brasil nos marcadores antioxidantes e de estresse oxidativo em pacientes hipertensos e
dislipidémicos.

Dieta + Granulado de

Dieta + Placebo Castanha-do-Brasil

Inicio 12 semanas Inicio 12 semanas
Selénio (ug/L) 1035+362 987+206  864+2135 1806 67 14"
AltividadeGPx3 1075+278 1151+381 1127+401 1283+383 ™!
(nmol/mim/mL)
CAOT (%) 204+44  187+56  201+47  204+48%
8-piPGF (pg/mL)  14,6+7.8  164+98  158+95  156+8.1
LDL-ox (U/L) 644+210  638£230  656+247  607+209"
LDL-ox/LDL-c 056+018 057+019 057+018  053+0.15

Média + Desvio padrdo, Mediana (25° - 75° percentil). Teste t Student pareado ou
Wilcoxon signed-rank, Teste t Student independente ou Mann-Whitney U. * p<0,05 e #
p<0,001 na linha entre inicio e 12 semanas da mesma intervencdo. I p<0,05 e § p<0,001
na linha entre 0 mesmo tempo das intervencdes.GPx3: glutationa peroxidase plasmatica;
CAOT: capacidade antioxidante total do plasma; 8-epi PGF2,: 8-epi prostaglandina Fa;
LDL.: lipoproteina de baixa densidade.
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A Figura 11 mostra o percentual de variagdo dos marcadores de estresse oxidativo e

capacidade antioxidante de acordo com intervencéo nutricional ao final do estudo.
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Figura 11. ModificacOes percentuais dos marcadores de estresse oxidativo e capacidade
antioxidante de acordo com intervencdo nutricional. Média £ EP. * p < 0,05. GPx3:
glutationa peroxidase plasmatica; CAOT: capacidade antioxidante total do plasma; LDL-
ox: LDL-oxidada; 8-epi PGF»,: 8-epi prostaglandina Fa

A Figura 12 apresenta a associacdo inversa significativa entre a LDL-oxidada e a
atividade da GPx3 apo0s intervencdo com granulado de Castanha-do-Brasil. E uma
tendéncia pode ser observada entre 8-epi PGF2a ¢ a atividade da GPx3, sem significancia
estatistica. Entretanto, ap0s ajuste para sexo, idade, diabetes, tabagismo e IMC, tanto a
associagéo inversa entre a concentracdo de LDL-oxidada e atividade da GPx3 permaneceu
significativa (B -0,491, 1C95% -0,892; -0,089, p = 0,017), como a associac¢ao inversa entre
8-epi PGF2a ¢ a atividade da GPx3 se tornou significativa apés ajuste (B -1,292, 1C95% -
2,288; -0,296, p = 0,012).



81

A. 160
L]
140
120 o OO .
" =] L]
= *o
2 100 [ ] .
= .OD: 3ol
o o o o & Placebo
= 80 o, ¥ o %% o*0 * y Placebo =-0,0592x = 70,493
g . . R*=0,0005 L ] Castanha-do-Brasil
IO Oy P aeR e g Linear [Plceba)
(]
- a0 oy o Linear ([Castanhado-Brasl)
O e a y Castanha-do-Brasil=-0,1238x+ 76,628
20 R*=0,0537
0
o 50 100 150 200 250 500 350
Atividade da GPx3 {nmol/mim/mL})
60
B.
[+
50 s}
. =] o]
= 40 L ]
E o
2 .
e ©  Placebo
o 30 - o] e (o]
) o Castanha-do-Brasil
o %8 @O . % v Placebo =-0,005%9x + 17,137
=2 o ** % . ®  RI=00005 200 e Linear (Piacebo)
b 20 s} [ L o
Linear {Castanha-do-Brasl)
=}
10 et *
© o . o y Castanha-do-Brasil=-0,0441x+ 21,356
R*=0,0437
[
0
0 50 100 150 200 250 300 350

Atividade da GPX3 (nmol/mim/mL)

Figura 12. Regressdo linear multipla entre a atividade da GPx3e 0s marcadores de estresse
oxidativo de acordo com a intervencdo nutricional. (A) Castanha-do-Brasil (p = 0,032) e
Placebo (p = 0,371); (B) Castanha-do-Brasil (p = 0,052) e Placebo (p = 0,836).

Na Figura 13, pode-se observar o aumento significativo de 26% na concentracdo
plasméatica de NO2 + NOs'apds a dieta associada ao granulado de Castanha-do-Brasil. E,
na Figura 14, o aumento da densidade capilar funcional (basal) e recrutamento de capilares

na HRPO em ambos os grupos de intervengdo em todos os tempos de estudo.



82

#
1801
~ 150{ . . * :
% L]
= 120 . -
'om .
> 90-
+
'~ 604
@)
< 301
0 L] T T T
Inicio 12 sem Inicio 12 sem
Placebo Granulado de Castanha-do-Brasil

Figura 13. Efeito da intervencéo nutricional nas concentracfes de NO2 + NO3™ plasmaticas.
Barras representam IC 95%. # p < 0,05. Teste t Student pareado entre inicio e 12 semanas

para cada intervencdo. NO2 + NOs™: nitrito e nitrato plasmatico total.
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Figura 14. Densidade capilar funcional e recrutamento de capilares na HRPO em pacientes
hipertensos e dislipidémicos. Barras representam IC 95%. #p < 0,05 e § p<0,001. Teste t
Student pareado entre HRPO e basal por tempo (inicio ou 12 sem). HRPO: hiperemia

reativa pos-oclusiva, Cap: capilares funcionais.

Nao foi observada uma resposta diferente entre o grupo castanha e o placebo

marcadores da funcdo microvascular endotelial em resposta ao estimulo farmacoldgico
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com acetilcolina. O estimulo da HRPO mostrou reducdo significativa do Pico na CVC,
porém quando avaliado o incremento no fluxo sanguineo (CVC HRPO pico-basal) apos a

intervencdo com granulado de Castanha-do-Brasil, néo foi significativo (Figura 15).
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Figura 15. Efeito do granulado de Castanha-do-Brasil na reatividade microvascular de
pacientes hipertensos e dislipidémicos. #p <0,05. Teste t Student pareado entre inicio e 12
semanas para cada intervencdo. Barras representam IC 95%. ACh: acetilcolina, CVC:
condutancia vascular cutanea, HRPO: hiperemia reativa pds-oclusiva. AUC: area sob a
curva, UAP: unidade arbitraria de perfuséo.

Né&o foi observada correlacdo entre o tempo de doenca e os marcadores de resposta

endotelial microvascular ao final das intervencdes (p>0,05).

A Tabela 11 mostra a evolucdo dos parametros da funcéo endotelial microvascular
e densidade capilar funcional ao longo de todo 0 acompanhamento de acordo com a ordem
das intervencBes. E possivel observar um aumento gradativo da densidade capilar
funcional em ambos os grupos, principalmente na primeira etapa, independente da

interveng&o nutricional.
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Tabela 11. Evolugdo das concentragdes de NO2™ + NO3™ plasmatico, densidade capilar funcional e pardmetros da fungdo endotelial microvascular ao longo
do tempo de acordo com a ordem de intervencéo.

Grupo com ordem Placebo - Castanha Grupo com ordem Castanha - Placebo
Placebo(n= 44) Castanha-do-Brasil (n=45) pl Castanha-do-Brasil(n= 43) Placebo(n= 43) pl
Basal 12 sem 16 sem 28 sem Basal 12 sem 16 sem 28 sem
NO2 + NOz (UM) 46,0 £ 23,4 544+279 51,3+£358 629+46,7 NS 444+197 535+284* 47,9+29,9 53,8 £42,8 NS
(22;#;5]?)' 928+16,6 102,8+19,3# 1053+152 1050+166 f 909+208 957+199# 1083+19,6 1056%+221 ¢
?CF/ na E;RPO 94,0+17,0 1058+ 195# 1087 +18,9§ 1090+17,88 f 943+227 988+19,6*§ 1116+221§ 1119+2548
cap/mm

(DCF/ HRZF;O-basal 127+806  294+946 344+846 400+683 NS 208+820 185+681 331+790 631+7,39 NS
cap/mm

AUC ACh (UAP/s) 5568 +4018 5114 +2701 5910+4256 4830+3382 NS 4733 +3517 4969 +3336 4859 +4190 4471+3096 NS

ACh CVC max 055+024 054+018 056+021 051+017 NS 050+019 052+015 055+025 049+0,17 NS
(UAP/mmHg)
AChCVCA 0,30+0,17 028+015 028+0,17 026+013 NS 027+014 026+014 026+021 024+0714 NS
(UAP/mmHg)

HRPO CVC max 069+019 0,70+023 0,73+0,20 0,67+0,16* NS 075+0,717 070+020 0,72+021 0,68+0,16 NS
(UAP/mmHg)

HRPO CVC A 0,37 + 0,14 038+0,18 040+016 0235+015* NS 0,41+0,13 0,39+0,16  039+015  0,37+0,14 NS
(UAP/mmHg)

Média + DP. p1 = ANOVA-R do basal até 28 sem para cada Grupo (} p<0,001). * p < 0,05 ¢ # p < 0,01 Teste t Student pareado na linha dentro da mesma
intervengdo (Castanha ou Placebo).§ p<0,05 Teste t Student pareado na coluna entre DCF basal e DCF na HRPO.NO™ + NOz3: nitrito e nitrato
plasmatico total; DCF: Densidade capilar funcional; cap: Capilares; HRPO: Hiperemia reativa pos-oclusiva; AUC: Area sob a curva; ACh:
Acetilcolina;UAP: Unidades arbitrarias de perfusdo; s: segundos; CVC: condutancia vascular cutdnea; CVC A: condutincia vascular cutdnea Pico — basal;
mmHg: milimetros de mercurio.
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7 DISCUSSAO

Padrdes alimentares caracterizados por um maior consumo de frutas, vegetais,
grdos integrais, laticinios com baixo teor de gordura, e fontes de carne magra estdo
associados a um menor risco de morbidade e mortalidade (17, 18). Nos EUA, as
Recomendacdes Dietéticas para a América, a Associagdo Americana do Coracdo (AHA) e
outras organizacdes de saude recomendam habitos alimentares saudaveis para a prevencdo

de doencas cardiovasculares e outras doengas cronicas.

Vaérios estudos demonstraram o efeito benéfico do consumo frequente de castanhas
na reducdo do risco de eventos e de morte por DAC (19), reducdo das concentragdes dos
lipideos séricos (22), e dos niveis pressoricos (23); por essas razdes as castanhas sao
consideradas componentes de uma dieta cardioprotetora(24), recebendo alegacdo de salde

pela agéncia americana FDA (Food and Drug Administration) (194).

A Castanha-do-Brasil faz parte do grupo das castanhas e se destaca neste grupo por
apresentar elevado teor de selénio. O mecanismo pelo qual a Castanha-do-Brasil oferece
beneficios a salde, da-se principalmente pela sua participacdo no sistema de defesa
antioxidante através das selenoproteinas. Sendo a GPx, a principal selenoproteina

envolvida neste processo (138).

Foi demonstrado que os biomarcadores de estresse oxidativo e atividade
antioxidante estdo alterados na HAS (81). Esse achado baseia-se no aumento dos produtos
de peroxidacédo lipidica e reducdo da atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT e
GPx) (81, 82). Na hipercolesterolemia observaram-se elevadas concentra¢fes de LDL-

oxidada e da atividade da SOD, como mecanismo compensatorio (195).

Estudos mostraram que 0 estresse oxidativo esta associado a disfuncéo endotelial
na hipertensdo (7) e hipercolesterolemia (8). Estudos prospectivos, em humanos,
demonstraram que a disfuncdo endotelial € um preditor independente de eventos
cardiovasculares adversos e de mau prognostico em longo prazo (9). Foi demonstrado que
individuos hipertensos e dislipidémicos apresentam funcdo endotelial reduzida em
comparagdo com controles saudaveis (10), e a agressdo do endotélio vascular estd

diretamente relacionada a disfuncéo endotelial (11). Existe uma associacdo entre a melhora
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da funcdo endotelial e aumento da sobrevida em pacientes com DAC (12), portanto, a

avaliacdo da microcirculacdo € importante nas doencas cardiovasculares (13).

Até o momento ndo existe nenhum estudo na literatura que tenha avaliado o efeito
do consumo de Castanha-do-Brasil no estado antioxidante e reatividade microvascular em

pacientes hipertensos e dislipidémicos.

7.1 COMPOSICAO CENTESIMAL, TEOR DE SELENIO, DE POLIFENOIS E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO GRANULADO PARCIALMENTE DESENGORDURADO DE CASTANHA-DO-

BRASIL

O granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil mostrou
preservar as mesmas caracteristicas da Castanha-do-Brasil, como maior contribuicdo dos
lipideos para o valor energético do produto, alto teor de proteina, aproximadamente 20%

de fibra alimentar e alto contetdo de selénio (138).

O 4cido graxo poli-insaturado que prevalece no granulado de Castanha-do-Brasil é
o0 acido linoleico (n-6). A substituicdo da gordura saturada por acidos graxos n-6 resultou
em regulacdo positiva da expressao dos receptores hepaticos SR-BI (scavenger receptor
type Bl) em hamsters (196). O SR-BIl é o receptor hepatico para HDL e promove a
captacdo seletiva do conteddo de colesterol esterificado da HDL para
subsequente reutilizacdo hepatica ou excrecédo biliar (197). Um estudo realizado nos EUA
com 1098 individuos brancos, japoneses, americanos descendentes de japoneses e
coreanos, entre 40 e 49 anos, investigou a associacdo entre o acido linoleico e as
lipoproteinas séricas. E observou associacdo positiva significativa a concentracdo sérica
deste &cido graxo poli-insaturado e a particula de HDL, assim como o tamanho da particula
de HDL (198). No caso dos pacientes dislipidémicos, o acido linoleico pode contribuir de

forma positiva para o controle da hipercolesterolemia.

As castanhas sdo alimentos com alto teor de fibra e uma porcao (509) de castanhas
pode contribuir para a ingestdo de 7 a 20% da recomendacdo diaria para adultos (259 de
fibra alimentar) (20). A relagdo entre o consumo de fibras e reducéo do risco de DCV ja

estd bem estabelecido na literatura (199) e os mecanismos sdo principalmente reducéo da
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absorcéo de colesterol e gordura, reducdo da absorcdo e aumento da sintese de acidos
biliares, estimulo da producdo de 4&cidos graxos de cadeia curta, especialmente o
propionato, o qual tem demonstrado inibir a sintese enddgena de colesterol (199).

O teor de selénio na Castanha-do-Brasil varia muito, pois depende principalmente
do teor de selénio no solo, do tamanho da noz de Castanha-do-Brasil, das concentragdes
entre plantas, da localizacdo da planta no campo, dentre outros (25). Pode ser observado
que o granulado de Castanha-do-Brasil possui teores de Se similares as encontradas na
Castanha-do-Brasil, de acordo com a tabela da USDA (140).

O granulado contém parte da pele escura da Castanha-do-Brasil, visto que é
proveniente da massa resultante da prensagem a frio das castanhas juntamente com a pele
escura seguida da trituracdo dessa massa. Estudos demonstraram que a pele das castanhas €
o local onde se concentra 0 maior teor de polifendis e atividade antioxidante nas castanhas
(135, 193). Isso pode ser observado pelas analises de polifendis totais do granulado de
Castanha-do-Brasil que apresentaram altas concentracbes comparaveis ao encontrado por
John e Shahidi (193). E também alta atividade antioxidante, demonstrada pela captura do
radical DPPH e radical ABTS.

Estudo que avaliou o teor de polifendis totais em frutas e vegetais consumidos no
Brasil observou variacdo entre 15,3 e 215,7 mg GAE/100g de peso fresco nas frutas,
correspondendo ao papaya e banana, respectivamente. E observou nos vegetais, que o teor
de polifendis variou de 13,7 mg GAE/100g de peso fresco do tomate até 113,2 mg
GAE/100g de peso fresco da cebola (143). Com isso, podemos observar que o teor de
polifendis do granulado de Castanha-do-Brasil se aproxima dos alimentos com maior teor

polifendis consumidos no Brasil.

7.2 QUALIDADE DA DIETA ASSOCIADA A INTERVENCAO NUTRICIONAL

O aumento da ingestéo de lipideos totais e &cidos graxos poli-insaturados, durante a

intervencdo com granulado parcialmente desengordurado de Castanha-do-Brasil, pode ter
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ocorrido em razdo do consumo do produto alimentar, visto que a castanha € uma

oleaginosa rica em lipideos poli-insaturados e monoinsaturados.

O presente estudo observou média de qualidade da dieta maior que estudo realizado
com idosos na regido sul do Brasil (HEI = 66,63 £ 10,97) (200), isso pode ter acontecido
em razdo de serem pacientes hipertensos e dislipidémicos, acompanhados por um centro de
referéncia e de ja terem recebido orientagcfes sobre alimentos habitos alimentares saudaveis
relacionados a doenca cardiovascular. Outro estudo investigou a qualidade da dieta em
pacientes que também estavam sob tratamento para controle dos lipideos séricos, um ano
apos o diagndstico de doenca coronariana e observou baixa qualidade da dieta em grande
parte dos individuos. Neste estudo foi investigado o 1QD alternativo, desenhado para
avaliar nove componentes de uma dieta saudavel para o coracdo, que varia de 0 até 80
pontos (201). A media do indice investigado foi 30,8 £ 13, bem menor que a média
encontrada no presente estudo. A baixa qualidade da dieta esteve associada com o
tabagismo, baixa escolaridade, obesidade, alta ingestdo de gordura e baixa ingestdo
caldrica (201). Porém, no presente estudo, nenhum desses fatores apresentou associagdo a
qualidade da dieta significativamente.

Na comparacdo entre as médias, ndo houve modificacdo do indice de qualidade da
dieta ao longo do presente estudo, independente da intervencdo nutricional. Um estudo
recente examinou as tendéncias temporais na qualidade da dieta geral para a prevencéao
DAC durante as ultimas duas décadas (1980-1982 até 2000-2002) e usou indices de
qualidade da dieta semelhantes ao 1QD-R (202). Os pesquisadores observaram melhora na
qualidade da dieta durante as Gltimas duas décadas, principalmente relacionada ao aumento
de consumo total de cereais, cereais integrais, e reducdo das gorduras totais, gorduras
saturadas, gorduras trans, e colesterol. No entanto, a melhoria da qualidade global da dieta
parece ter estabilizado durante o Gltimo periodo de 5 anos, quando as dietas de baixo
carboidrato se tornaram populares (202). O que provavelmente resultou na baixa qualidade
da dieta no presente estudo foi o alto consumo de gordura saturada, baixa ingestéo de leite
e derivados e alto consumo de sédio, o que refletiu na baixa pontuacdo para esses

componentes.

O aumento do consumo de gordura saturada, ap6s a intervencdo com dieta +

Granulado de Castanha-do-Brasil, na avaliagdo da contribuicdo calorica dos componentes
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do IQD-R no VET, ndo reflete a composicao de acidos graxos do granulado de Castanha-
do-Brasil. Provavelmente, esses pacientes consumiram mais carnes, queijos e derivados de
leite ricos em gordura, como requeijdo e creme de leite. Pode ser observado o aumento,
ainda que nao significativo, da contribuicdo calorica do grupo das carnes e leite para o
VET final dessa intervencdo. Um estudo observou que a principal fonte de gordura
saturada na dieta de uma coorte, nos EUA, foi a carne vermelha, o queijo, e outros
laticinios (203).

A reducdo do consumo de biscoitos e agucar de adi¢do foram pontos positivos que
podem ser destacados. A ingestdo estimada de sédio pelo grupo de estudo foi alta, ou seja,
maior que o limite recomendado (2000mg/dia) (204). E nao houve reducao significativa ao
longo da intervencdo nutricional. A ingestdo elevada de sodio estd associada com a pressao
arterial elevada, um importante fator de risco para a doenca cardiovascular(205). Um
estudo mostrou que o autorrelato da adesdo a uma dieta hipossodica ndo € confiavel em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, pois eles associam a ideia de seguir uma dieta pobre
em sodio, principalmente, ao fato de ndo usarem sal para cozinhar ou de ndo usarem sal a
mesa, mas ndo com a reducdo da frequéncia de ingestdo de alimentos processados ricos
em sodio (206). No presente estudo ndo foi observada a reducéo significativa do consumo
de embutidos, refrigerantes e sucos industrializados, mostrando que o maior desafio para
reducdo do consumo de sodio na populagdo investigada pode estar relacionado a

conscientizagdo para reducdo do consumo de alimentos ultraprocessados.

O fato do consumo de sodio ter sido elevado no grupo estudado e de ndo ter
reduzido com a intervencdo nutricional unido a provavel falta de adesdo a terapia
medicamentosa, pode estar associado a manutencao dos valores pressoricos, que em média
ndo estavam alterados. Contudo, 60,4% dos pacientes apresentaram pressdo arterial
elevada no inicio do estudo e 52,8% no final, mesmo sob tratamento medicamentoso. Os
medicamentos anti-hipertensivos sdo o tratamento convencional para a hipertensdo e
reduzem o risco cardiovascular em 25% em pacientes com hipertensos (207, 208). No
entanto, a adesdo aos medicamentos anti-hipertensivos € muitas vezes baixa. Um estudo
mostrou que a proporcdo de pacientes aderentes & medicacdo anti-hipertensiva foi de 56%
para chineses, de 40% para sul-asiaticos, e 66% para o0s brancos (risco ajustado p <0,001).
E as variaveis comuns, associadas com a maior adesdo entre os trés grupos étnicos, foram

idade avangada, um grande numero de comorbidades de Charlson (indice composto por 20
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condicdes clinicas que apresentam associacdo com progndéstico e sobrevida em idosos) e

renda média mais elevada (209).

N&o foi observada uma associagdo significativa entre a qualidade da dieta e a
evolucdo dos parametros antropométricos e clinicos. Contudo, foi observado reducéo

significativa dos triglicerideos séricos no grupo que apresentou incremento do 1QD-R.

7.3 EVOLUCAO DOS PARAMETROS ANTROPOMETRICOS, PRESSAO ARTERIAL E LIPIDEOS

SERICOS DURANTE A INTERVENGAO NUTRICIONAL

A baixa de adesdo a dieta, em virtude do baixo consumo de frutas, cereais integrais,
leite e derivados e alta ingestdo de sodio e gordura saturada pode ter refletido na
manutencdo dos marcadores antropométricos, pressao arterial e glicemia observada apos a
intervencdo nutricional. Do mesmo modo, uma metanalise, que avaliou trinta e um ensaios
clinicos randomizados, mostrou que dietas que incluiram castanhas ndo tiveram efeito
significativo no peso corporal, IMC ou circunferéncia da cintura em comparagdo com
dietas controles (210).

Os ensaios clinicos que investigaram o efeito do consumo de castanhas na pressao
arterial sdo muito variados e a maior parte mostrou que o consumo de castanhas nao esta
associado a mudancgas na pressao arterial. Entretanto, a redugdo na pressao arterial sistolica
ou diastolica pode ser observada ap6s consumo de dieta enriquecida com castanhas em
quatro estudos, enquanto que um estudo observou aumento da PAS e PAD (21). Um fato
interessante € que os estudos clinicos que ndo encontraram associacdo tinham desenho
crossover, enquanto que todos 0s quatro estudos que encontraram associacdo tinham
desenho paralelo. Talvez o desenho crossover ndo seja um bom desenho de estudo para

demonstrar tal associagdo devido a possibilidade do efeito carry over.

Os estudos ainda sdo inconsistentes em relacdo ao efeito do consumo de castanhas
em longo prazo na homeostase da glicose. Um estudo recente demonstrou o efeito agudo
dose-dependente do consumo de uma mistura de castanhas na redugdo da glicemia e

insulinemia pds-prandial em individuos saudaveis e diabéticos (211), e uma metanalise
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com ensaios clinicos randomizados mostrou que a ingestdo didria media de 56g/dia de
castanhas, por um periodo médio de 8 semanas, reduz significativamente a glicose de
jejum e a hemoglobina glicada (HbAlc) em individuos diabéticos tipo 2, mas ndo reduziu
a insulinemia e nem o indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) (212). Esses efeitos
ocorreram, provavelmente, em razdo do teor de fibras, proteinas e lipideos presente nas

castanhas, o que contribui para menor absorcao de glicose.

Em relacdo aos lipideos séricos, o consumo de castanhas tem demonstrado efeito
positivo na reducdo da concentracdo de colesterol total, de LDL-c, indices de risco
aterogénico (CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c) e na hipertrigliceridemia (22). Um ensaio clinico
simples ndo controlado com mulheres obesas observou aumento do HDL-c e reducéo dos
indices de risco aterogénico ap6s consumo de uma unidade por dia de Castanha-do-Brasil
durante 8 semanas (213), porém outro estudo com individuos normolipidémicos nédo
observou efeito nos lipideos séricos apos consumo de 45¢/d de Castanha-do-Brasil por

quinze dias (214), o que pode estar associado ao curto tempo de intervenc¢édo do estudo.

A Castanha-do-Brasil apresenta em sua composicgéo alto teor de gordura insaturada
(75,6%) em razdo dos acidos graxos monoinsaturados (39,3%) e poli-insaturados do tipo
linoléico (36,1%) e teor de P-sitosterol (76% dos esterdis totais) em quantidade
equivalente ao azeite de oliva (215), que podem contribuir para melhora da dislipidemia
(22, 216).

No presente estudo foi observado aumento significativo do HDL-c apés intervencgéo
com dieta + Granulado de Castanha-do-Brasil. Isto pode estar associado ao teor de acidos
graxos poli-insaturados n-6 presente na Castanha-do-Brasil, pois foi demonstrado por
Choo et al, que a concentracdo sérica deste acido graxo apresentou associa¢do positiva
com a particula de HDL sérica (198). Ainda, foi possivel observar reducdo satisfatoria do
LDL-c em 10,5% (dieta placebo) e 18,0% (dieta granulado de Castanha-do-Brasil) dos
pacientes que apresentavam esse parametro alterado inicialmente, e reducdo, do
triglicerideo sérico em 18,9% (dieta placebo) e 13,0% (dieta granulado de Castanha-do-
Brasil) ao final de 12 semanas.

Uma metanalise demonstrou a associac¢do significativa do consumo de castanhas
com a reducdo 8,3% da razdo LDL-c/HDL-c (22). O presente estudo observou reducao

significativa deste indice ap0s a intervencdo com dieta + granulado de Castanha-do-Brasil,
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0 que pode estar associado a combinacdo do aumento significativo do HDL-c, e da

reducdo, ainda que ndo significativa, do LDL-c.

7.4 EVOLUGAO DOS MARCADORES DO ESTRESSE OXIDATIVO E CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

DURANTE A INTERVENGCAO NUTRICIONAL

A concentracdo sérica de selénio dos participantes do presente estudo mostrou um
estado nutricional inadequado para 57,1% (<90 pg/L), logo, esses individuos poderiam se
beneficiar com o consumo do granulado de Castanha-do-Brasil, melhorando a atividade da
enzima glutationa peroxidase (GPx) em individuos com baixa concentracdo de Se

plasmaético (28).

Foi observado no presente estudo aumento significativo das concentragdes
plasmaticas de Se durante a intervencdo com Granulado de Castanha-do-Brasil, e 0 grupo
que recebeu o granulado na primeira etapa do estudo, apresentou efeito carry over ap6s o
periodo de washout nas concentracdes de Se plasmatico. Outro estudo com suplementacao
de Se (100 pg/dia), por seis semanas, observou que as concentracdes plasmaticas de Se
reduziram drasticamente nas duas primeiras semanas ap0s a cessacdo da suplementacéo e
apos quatro semanas atingiram concentracdes semelhantes ao basal, ainda que um pouco
mais elevada, mantendo-se até a sexta semana de washout(217). Existem duas principais
reservas de Se no corpo humano, a primeira é a selenometionina, que parece ndo apresentar
funcao fisioldgica distinta da metionina, e a segunda é a glutationa peroxidase 1, presente
no eritrocito (145). A principal forma de Se presente na Castanha-do-Brasil é a

selenometionina (148).

Houve uma associagdo entre a reducdo dos marcadores de estresse oxidativo e 0
aumentodo 1QD-R apds intervencdo com granulado de Castanha-do-Brasil. O 8-epi PGF2,
é um biomarcador de peroxidacdo lipidica e reduziu significativamente com o aumento do
IQD-R durante a intervencdo com granulado de Castanha-do-Brasil. A LDL-oxidada
também apresentou reducdo associada ao aumento do IQD-R durante o consumo de

granulado de Castanha-do-Brasil, porém ndo foi significativo. Estudo populacional
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realizado com adultos mostrou associagdo inversa entre Fz-isoprostanos ¢ consumo de o-
tocoferol, acido ascorbico, Vitamina A e a- e B-caroteno (218). Ainda observou que as
concentra¢fes medias de Fo-isoprostanos reduziram com o aumento dos quintis de um
escore de qualidade da dieta. Além disso, as castanhas tém a capacidade de reduzir o
estresse oxidativo, como observado no estudo de Jenkins et al (219), no qual houve
reducdo do isoprostano urindrio em idosos hiperlipidémicos ap6s consumo médio de

73g/dia de améndoas durante um més.

Assim como a améndoa, aveld, macadamia, pinha e castanha de caju; a Castanha-
do-Brasil também possui elevada capacidade antioxidante total (135). O Se é um mineral
traco que estad envolvido na protecéo contra o estresse oxidativo via selenoproteinas, como
a glutationa peroxidase, que participa do sitio ativo desta enzima antioxidante (181). Além
disso, a Castanha-do-Brasil possui alto teor de B-tocoferol (88,3% do tocoferdis totais), um
potente antioxidante (215). Muitos processos enzimaticos e ndo enzimaticos podem gerar
ERs no organismo humano e existem evidéncias que ligam esses processos a fisiopatologia
da doenca cardiovascular (220). O processo de peroxidacdo lipidica € iniciado pela reacdo
de uma ERO com um &cido graxo insaturado e propagado por radicais peroxilas (221). A
funcdo bioquimica da glutationa peroxidase é reduzir os hidroperdxidos lipidicos aos seus
alcoois correspondentes e reduzir o perdxido de hidrogénio livre a 4gua (222). A atividade
celular da enzima GPx1 (eritrocitéaria) estava reduzida em pacientes com DAC e a baixa
atividade desta enzima foi um preditor para evento cardiovascular em cinco anos (223).
Assim como o presente estudo, outros estudos também observaram o aumento da atividade
da GPx ap6s a intervencdo com Castanha-do-Brasil em individuos com baixo Se
plasmatico (28), em mulheres obesas (213) e em pacientes com DRC em hemodialise
(224).

As lipoxigenases sdo fontes produtoras de EROs, pois catalisam a incorporacdo de
oxigénio em 4&cidos graxos poli-insaturados (225). Algumas isoformas das lipoxigenases
estdo relacionadas a promocao da aterosclerose por meio da geracdo de EROs e oxidacéo
de lipideos, como a LDL-oxidada (226). Em individuos saudaveis, a quantidade de LDL-
oxidada circulante é um preditor independente de aterosclerose (227) e doenca arterial
coronariana clinica (228); baseado nisso a avaliagdo das concentracdes plasmaticas de
LDL-oxidada tem sido proposta como biomarcador de risco de DCV alem das
concentracdes de LDL-c. Ensaios clinicos, avaliando diferentes tipos e quantidades de
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castanhas, indicaram melhora do estado oxidativo ap6s consumo de castanhas (229). A
reducdo de 15% em média na LDL-oxidada de homens e mulheres hiperlipidémicos foi
observada ap6s consumo de améndoas (37 ou 75g/dia) por um més comparado a dieta
controle (230). O presente estudo mostrou reducéo significativa da concentracdo de LDL-
oxidada apos a intervencdo com granulado de Castanha-do-Brasil e ainda observou que
essa reducdo esteve associada inversamente com o aumento da atividade da GPx3,
mostrando a relacdo benéfica das propriedades antioxidantes da Castanha-do-Brasil como

parte da orientagdo nutricional de pacientes hipertensos e dislipidémicos.

Os F2-isoprostanos sdo produtos oxidados do acido araquidonico, gerados a partir
de reacdes ndo-enzimaticas, e podem ser derivados de fontes de acidos graxos esterificados
como as membranas de fosfolipideos ou LDL circulante (220). Uma vez formados, esses
compostos sdo estruturalmente estaveis in vivo, podendo circular na sua forma livre ou
permanecerem esterificados em fosfolipideos e podem ser encontrados tanto na urina como
no plasma, por isso sdo considerados bons marcadores de estresse oxidativo (231).
ConcentracOes elevadas de F2-isoprostanos estdo associadas com a extensdo e gravidade
da doenca arterial coronariana (232). Em outro estudo, o consumo de Castanha-do-Brasil
(15 a 25g/dia), por quatro meses, ndo alterou o 8-epi PGF2a urinario de adolescentes
obesas (29). Da mesma forma, o consumo de 13g/dia de granulado de Castanha-do-Brasil
no presente estudo ndo alterou a concentracdo plasmatica de 8-epi PGF2a apds doze
semanas, mas foi observada uma associacdo inversa significativa deste marcador com a

atividade da GPx3, quando ajustado para sexo, idade, diabetes, tabagismo e IMC.

7.5 EVOLUCAO DA FUNCAO ENDOTELIAL MICROVASCULAR DURANTE A INTERVENCAO

NUTRICIONAL

A Castanha-do-Brasil contém quantidade relevante de L-arginina (2,15¢g/1009)
(140), que é um precursor de oxido nitrico (potente vasodilatador) (233), o que pode ter
contribuido para a melhora significativa no aumento de NO>+NO3™ plasmatico, porém néo
foi capaz de exercer efeito sobre a fungdo endotelial microvascular. Ao contrério, outros
estudos mostraram que a suplementacdo com L-arginina melhorou a fungdo endotelial

associada a hipercolesterolemia (234) e hipertensdo (235), porém esses estudos utilizaram
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quantidades muito superiores de L-arginina em relacdo ao encontrado na Castanha-do-

Brasil.

Outros ensaios clinicos testaram o efeito do consumo de castanhas na vasodilatacdo
dependente do endotélio, e trés estudos observaram melhora significativa da vasodilatagédo
dependente do endotélio ap0s utilizacdo de dieta enriquecida com nozes (136, 137, 236) e
um com pistache (237). Os efeitos benéficos foram observados em individuos
hipercolesterolémicos, diabeticos e saudaveis; os tratamentos tiveram duracdo de 04
semanas ou no periodo pds-prandial, e as doses variaram de 40 a 65g/dia para nozes, 60-
100g/dia para pistache, comparadas a dieta regular, dieta do mediterraneo ou dieta

enriquecida com 6leo de oliva.

No presente estudo a quantidade de granulado de Castanha-do-Brasil utilizada foi
menor (13g) em comparagdo aos demais estudos com castanhas. A dose da intervencao foi
definida com base no teor de selénio do granulado de Castanha-do-Brasil para que nédo
ultrapassasse o limite diario maximo de tolerancia (UL = 400 pg/dia) (145) e que nao
ultrapassasse muito a quantidade de 200 pg/dia de Se, a qual parece estar diretamente
relacionada ao prejuizo da homeostase da glicose (181). Porém, foi observado que o alto
teor de selénio e o alto teor de polifendis do granulado de Castanha-do-Brasil foi
equivalente aos teores de outros alimentos ricos em polifendis consumidos pela populacao

brasileira.

Contudo, a populacéo investigada trata-se de um grupo com idade avancgada, que
apresentou elevado tempo de HAS, dislipidemia e DM, séo pacientes que ja apresentaram
evento cardiovascular e estdo em uso de medicacdo a longo prazo. Portanto, a funcdo
endotelial destes individuos pode apresentar baixa responsividade a intervencao

nutricional.

Por outro lado, assim como o presente estudo, trés estudos ndo observaram
resultado significativo na melhora da funcéo endotelial ap6s o consumo de diferentes tipos
de castanhas e até reducdo da resposta vascular no periodo poés-prandial. O primeiro
utilizou aveld em homens hipercolesterolémicos, na dose de 40g/dia por 4 semanas (238), e
ndo observou mudanca no didmetro dos vasos periféricos apos estimulo farmacoldgico e na
hiperemia reativa pos-oclusiva. Nesse estudo foram incluidos individuos hipertensos que

faziam uso de medicacdo, assim como o presente estudo. O segundo utilizou mistura de
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castanhas (nozes, améndoas e aveld) em homens e mulheres com sindrome metabdlica, na
dose de 30g/dia por 12 semanas, e observou pequena redugéo da resposta vasodilatadora na
hiperemia pés-oclusiva avaliada por pletismografia nos grupos intervencdo e controle,
porém ndo foi significativa (239). O terceiro estudo avaliou o efeito agudo do consumo de
améndoas nas doses de 47 ou 96,59 em homens jovens e saudaveis na funcao vascular por
meio da tonometria de aplanacdo da artéria radial e também observou significativo pico de
reducdo da resposta vascular 2h ap6s o consumo das refeicdes teste e controle, sem
diferenca estatistica entre os grupos (240). Os estudos utilizam métodos diferentes para

avaliacdo da funcdo endotelial, o que dificulta a comparabilidade dos resultados.

Embora os pacientes hipertensos e dislipidémicos deste estudo tenham aumentado
88% as concentracdes plasmaticas de Se apds a intervencdo com granulado de Castanha-
do-Brasil, a resposta microvascular endotelial ndo mostrou alteragdo significativa em
relacdo ao basal. O efeito do selénio na funcdo microvascular foi investigado anteriormente
em homens saudaveis, que receberam 300ug Se/dia por 48 semanas, e ndo foi observada
uma melhora na funcéo endotelial ou resposta arterial periférica no grupo estudado, o qual
ja recebia selénio adequado na dieta habitual (241). Apenas um estudo clinico investigou
funcdo microvascular por capilaroscopia periungueal, apds o consumo de Castanha-do-
Brasil (15-25 g/dia) em adolescentes obesas, e observou aumento significativo 13,9% do
fluxo sanguineo médio e 9,52% no fluxo sanguineo maximo na HRPO ap6s 16 semanas de
intervencado (29). Uma observacao importante foi que essas adolescentes ndo apresentavam

nenhuma doenca associada a obesidade.

Estudo mostrou que a medicacdo hipolipemiante pode exercer efeito benéfico na
funcdo endotelial por meio da redugdo dos lipideos séricos. Foi observado aumento de
6,86% do fluxo circulatorio periférico mediado por vasodilatacdo associada a reducdo
significativa do LDL-colesterol ap6s tratamento com sinvastatina por oito semanas (242).
Outro estudo mostrou que a rarefacdo capilar e a disfuncdo endotelial microvascular em
pacientes hipertensos responderam, favoravelmente, ao tratamento farmacologico anti-
hipertensivo por seis meses (243). A populacdo do presente estudo, apesar de realizar
tratamento medicamentoso para hipertensdo, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia
apresentou em sua maioria valores pressoricos alterados (60,4% dos individuos) e valores
dos lipideos séricos alterados (94,5%), o que poderia estar influenciando a fungéo
endotelial desses pacientes. Além disso, o tempo de doenca desses pacientes, também,
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poderia ser um fator que contribuiu para ndo alteracdo da resposta microvascular apos a

intervencéo dietética.

Acreditamos que a Castanha-do-Brasil é um alimento que apresentou potencial
benéfico sobre o estresse oxidativo, capacidade antioxidante e producdo de éxido nitrico na

salde de individuos hipertensos e dislipidémicos.
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8 LIMITACOES

como:

O presente estudo apresenta limitacdes que podem ter influenciado os achados

A grande perda amostral seletiva em relacdo a idade, escolaridade e glicemia de
jejum.
O periodo de intervencdo de 12 semanas — 0s ensaios clinicos com castanhas que

demonstraram efeitos benéficos variaram muito o tempo de intervencao, talvez

fosse necessario um prazo maior para verificar efeito na reatividade microvascular;

A gravidade dos pacientes relacionado ao tempo de doenca, evento cardiovascular
prévio e baixo controle da pressdo e dos lipideos séricos, o que pode ter
influenciado para os achados em relagdo a reatividade microvascular. Contudo o

estudo demonstrou efeito benéfico para o estado antioxidante;

A heterogeneidade dos participantes — apesar de o desenho de estudo crossover
permitir que o paciente seja seu proprio controle, a variabilidade dos marcadores

ao longo do estudo foi alta e isso pode ter influenciado os achados;

O efeito carry over em relacéo a concentracao plasmatica de selénio — apesar disso
ndo foi observada diferenca entre os grupos no tempo basal de cada etapa,

mostrando que as varidveis de interesse ndo sofreram mesmo efeito;

O uso de apenas um inguérito para avaliagio o consumo alimentar e
consequentemente, a qualidade da dieta, pois podem ter ocorrido dias atipicos de

consumao.

A adesdo ao tratamento anti-hipertensivo e para dislipidemia estava prejudicada
neste grupo de pacientes, contudo, de acordo com a avaliagdo do selénio

plasmatico, os individuos consumiram o granulado de Castanha-do-Brasil.
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CONCLUSOES

A composicgdo do granulado mostrou preservar as mesmas caracteristicas da Castanha-
do-Brasil e ter alto teor de selénio e polifendis totais, além de apresentar alta atividade

antioxidante.

O grupo de estudo ndo mostrou melhora na qualidade da dieta ao longo do estudo, o

que pode indicar baixa adesdo a dieta de base neste estudo de intervencao nutricional.

Também ndo foi observada mudanca dos parametros antropométricos e clinicos,
independente da intervencdo nutricional. Porém, a intervencdo com dieta + granulado
de Castanha-do-Brasil mostrou aumento significativo do HDL-c e da razdo LDL-
c/HDL-c.

Nossos dados demonstraram que o granulado de Castanha-do-Brasil contribuiu para o
aumento do selénio plasmaético, reducdo do estado oxidativo da LDL e aumento da

atividade antioxidante enzimatica da GPx3 em pacientes hipertensos e dislipidémicos.

A dieta associada ao granulado de Castanha-do-Brasil na dose de 13g/dia (=227,5ug
de Se) mostrou melhora significativa na circulacdo de Oxido nitrico por meio do
aumento de NO2+NOs plasmatico e recrutamento de capilares, porém um dos
marcadores da funcdo endotelial mostrou pequena reducdo significativa da
vasodilatacdo dependente do endotélio na HRPO apds 12 semanas de intervencao em

pacientes hipertensos e dislipidémicos.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO —n.° 425/11 Rio de Janeiro, 27 de maio de 2011.
Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Prof*. Grazielle Vilas Boas Huguenin
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.

Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. S.a. que o CEP constituido nos Termos da Resolugdo n.° 196/96 do Conselho
Nacional de Saude e, devidamente registrado na Comissio Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu,
analisou e emitiu parecer sobre a documentagdo referente ao protocolo de pesquisa paginas 001 a 048 e
seu respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 007/11 - CEP

Titulo: “Efeito da suplementagdo do granulado da castanha-do-Brasil na microcirculagdo e
biomarcadores em individuos hipertensos e dislipidémicos”

Pesquisador (a) responsével: Prof*. Grazielle Vilas Boas Huguenin

Data de apreciagdo do parecer: 19/05/2011

Parecer: "APROVADO”

Informo ainda, que V. Sa. devera apresentar relatorio semestral, previsto para 19/11/2011,

anual e/ou relatério final para este Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VIL 13.d., da
Resolugdo n. ° 196/96 — CNS/MS).

Atenciosamente,

rc%‘ thtéé

rof. Carlos Alberto Guimaries
Coordenador do CEP
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ANEXO B

MINISTERIO DA SAUDTI ,
SECRETARIA DE ASSISTENGIA A SAUDI
INSTITUTO NACIONAL DE CARDIOLOGIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CARTA DE APROVACAO

Prezados Senhores,

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Cardiologia reuniu-se em
16 de agosto de 2011 e aprovou por unanimidade o projeto:

“Efeito da suplementacio do granulado da castanha-do-Brasil na microcirculagio e
biomarcadores em individuos hipertensos e dislipidémicos”

Pesquisa sob responsabilidade da Investigadora Principal: Grazielle Vilas Boas Huguenin
registrado neste CEP sob o0 n® 0316/28-02-2011.

Relatérios parciais deverio ser apresentados em 22 de fevereiro de 2012 ¢ em 22 de agosto
de 2012.

Rio de Janeiro, 22 de agosto de 2011.

... /4%0//

Monica Moura de Vasconcellos
Coordenadora do CEP do INC

Dra. Ménlca Moura de Vasconcellos
Instituto Nacional de Cardiologia
Coordenadora do Comité de ética em Pesouisa
Ministerio da Saude
Matr. 6229686 - CRM n° 5237539 9
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ANEXO C

Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ
Centro de Ciéncias da Saude - CCS
Instituto de Nutricdo Josué de Castro

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolucéo n® 196, de 10 de outubro de 1996, Conselho Nacional de Saude

Efeito da suplementacdo com granulado de Castanha-do-Brasil na
microcirculacéo e biomarcadores em individuos hipertensos e
dislipidémicos.

O Sr (a) esta convidado (a) a participar de um estudo que tem por objetivo avaliar o efeito
do tratamento nutricional associado a um tipo de farinha de Castanha-do-Brasil em varias
alteracbes no seu organismo causadas por substancias prejudiciais e pelas doencas
cardiovasculares, tais como pressao alta, elevacdo da glicose e gordura no sangue e alteracdo de
pequenos vasos sanguineos que fazem mal para o seu coracdo. Além disso, algumas caracteristicas
gue podem estar presente no sangue das pessoas estdo associadas ao aumento dessas substancias
prejudiciais. Essa farinha da Castanha-do-Brasil € um alimento rico em nutrientes, um deles é
chamado selénio, que ajuda a combater a formacdo das substancias prejudiciais no nosso corpo.

Este estudo esta sendo realizado pela Prof? Dr* Glorimar Rosa, Prof? Dr* Glaucia Maria
Moraes de Oliveira, Prof? Dr* Annie B.S. Moreira, Doutoranda em Medicina/Cardiologia Grazielle
Vilas Boas Huguenin e pela Mestranda em Medicina/Cardiologia Roberta Franca de Carvalho do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho. Os resultados desse estudo ajudardo no tratamento
nutricional das doencas cardiovasculares.

Ao participar deste estudo, pediremos para o Sr(a) responder um questionario, contendo
perguntas para a obtencdo de informacGes gerais (nome, sexo, idade, escolaridade, endereco e
telefone de contato, histéria familiar, uso de medicamentos, etc). Faremos perguntas sobre a sua
alimentagdo e avaliaremos a sua pressdo arterial, peso, estatura, circunferéncia da cintura e gordura
corporal. Coletaremos 07 tubos de sangue em jejum de 12 horas para avaliar exames de sangue.
Seré realizado um exame no quarto dedo da méo esquerda para visualizagdo dos pequenos vasos
sanguineos. Este exame serve para avaliar o funcionamento dos vasos sanguineos menores do seu
corpo.

O sangue serd coletado na veia do seu antebraco, por profissional capacitado, seguindo
todas as normas de seguranga, utilizando material descartavel. Faremos 5 coletas de sangue em dias
diferentes. A primeira coleta sera realizada no inicio do estudo, em seguida: 30 dias, 60 dia, 90
dias, 120 dias, 150 dias, 180 dias e 210 dias. A quantidade total de sangue a ser coletado para as
analises sera de 65 mililitros. Informamos que poderdo surgir desconfortos devido a hematomas e
dor no local da puncéo venosa.

O Sr (a) recebera dieta nutricionalmente adequada para uma reeducacdo alimentar,
seguindo as recomendagdes para o tratamento da aterosclerose. O senhor podera receber uma
embalagem contendo a farinha de Castanha-do-Brasil. Durante esse periodo faremos consultas
mensais, nas quais avaliaremos o0 seu peso, circunferéncia da cintura, gordura corporal e a sua
alimentacdo. Nessas consultas, o Sr(a) podera esclarecer qualquer davida.

Este estudo trara beneficios a sua saude, pois promove a perda de peso e a reeducagdo
alimentar. O Sr(a) ndo sofrera nenhum risco ao participar do estudo. A participacdo nesse estudo
ndo contempla recompensa de qualquer natureza e nem o0 ressarcimento das despesas com
transporte e alimentacdo. O Sr(a) ndo pagaré pelo exame de sangue e pelas outras avaliacGes.

E garantida a liberdade de se recusar a participar ou de retirar o seu consentimento, em
qualquer etapa da pesquisa, sem penalizacdo alguma. Os resultados da pesquisa serdo fornecidos
somente se 0 Sr(a) completar todas as etapas do estudo. Garantimos sigilo absoluto quanto aos
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dados pessoais coletados e resultados obtidos. Apds o término da pesquisa, as informacdes serdo
transcritas dos questionérios para arquivos no computador e mantidos em local reservado. Os
resultados serdo divulgados no meio cientifico e os participantes terdo acesso a estes, apds a
concluséo das analises.

Em caso de qualquer ddvida, as pesquisadoras responsaveis pelo estudo Prof? Dr? Glorimar
Rosa, Profd Dr2, Glaucia Moraes, Prof? Dré. Annie S.B. Moreira, a Doutoranda em Medicina
(Cardiologia) Grazielle Vilas Béas Huguenin, Mestranda em Medicina (Cardiologia) Roberta de
Carvalho Franca encontram-se a sua disposicao pelos telefones (21) 2562 — 6596, (21) 9827 — 7284
(Glorimar Rosa), (21) 8689-1908 (Grazielle Huguenin) e (21) 8126-8194 (Roberta Franga) ou no
Instituto de Nutri¢do Josué de Castro da UFRJ, localizado na Avenida Brigadeiro Trompowski,
s/n® CCS, bloco J, 2° andar, sala 25, Ilha do Fund&o, Rio de Janeiro, CEP: 21941 — 590. Se vocé
tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho/HUCFF/UFRJ —R.
Prof. Rodolpho Paulo Rocco, n. 255 — Cidade Universitaria — Sala 01D-46/1° andar; telefone 2562-
2480 — E-mail: cep@hucff.ufrj.br; O CEP funciona de segunda-feira a sexta-feira, de 08 horas as
15 horas.

CONSENTIMENTO

“Fui devidamente informada sobre o presente estudo. Minha participacdo ¢ voluntaria,
ficando claros os objetivos da pesquisa, os procedimentos a serem realizados, assim como 0s
riscos, beneficios e sigilo dos dados fornecidos. Ficou claro que ndo receberei recompensa de
qualquer natureza, ndo serei ressarcido pelos gastos com transporte e alimentagéo, e que néo terei
de pagar pelo exame de sangue e outras avaliacdes. Poderei retirar meu consentimento, antes ou
durante o estudo, sem penalidades ou prejuizo a mim. Estou ciente de que receberei 0s resultados
somente se concluir todas as etapas do estudo”.

Data: / /

(nome da voluntéria)

Data: / /
(assinatura da voluntaria)
Data: / /
Prof? Dra. Glorimar Rosa
(Pesquisadora Responsavel)
Data: / /

Prof? Dra. Glaucia Moraes
(Pesquisadora Responsavel)

Data: / /

Prof? Dra. Annie S.B. Moreira
(Pesquisadora Responsavel)

Data: / /

Doutoranda Grazielle Vilas Bdoas Huguenin
(Pesquisadora Responsavel)


mailto:cep@hucff.ufrj.br

ANEXO D

Registro na Rede Brasileira de Ensaios Clinicos

RBR-2vsvs3

Efeito da suplementacéo com granulado da Castanha-do-Brasil na microcirculacéo e
biomarcadores em individuos hipertensos e dislipidémicos

Data de registro: 27 de Junho de 2012 as 13:16

Last Update: 10 de Fev. de 2014 as 17:54
HTTP://WWW.ENSAIOSCLINICOS.GOV.BR/RG/RBR-2VSVS3/)
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ANEXO E
Questionario para a Coleta de Informacdes —
PROJETO CASTANHA-DO-BRASIL
Nome do entrevistador:__ Data: /
| — Dados Pessoais
Nome: Cédigo:
Endereco: Telefone:
Data de nascimento: / / Idade:
Cor da pele (auto-relatado):
Estado civil: () Solteiro(a) ( ) Casado(a) ( ) Divorciado(a) ( ) ViGvo(a)
Naturalidade: Nacionalidade:
Profissao: Turno/horério de trabalho:
Renda familiar: Ne de residentes:
Moradia: () Sozinho(a) () Com a familia
Marque abaixo o grau de instrucao do chefe de familia :
() Analfabeto / Até 3a. Série Fundamental = Analfabeto / Primario incompleto
(1) Até 4a. Série Fundamental (antigo priméario) = Primério completo / Ginasial incompleto
() Fundamental completo (antigo ginasial) = Ginasial completo / Colegial incompleto
() Meédio completo (antigo collegial) = Colegial completo / Superior incompleto
() Superior completo 8 = Superior completo Superior completo 8
Marque abaixo a quantidade de itens que vocé possui em sua casa.
Televisdo em cores () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Radio () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Banheiro () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Automoével () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Empregada mensalista () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Méaquina de lavar () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Videocassete e/ou DVD () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Geladeira () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Freezer (aparelho independente ou
parte da geladeira duplex) () O () 1 () 2 () 3 () 4ou+
Il — Histéria da Doenca Atual
() Diabetes Ha quanto tempo?
() HAS Ha quanto tempo?
() Dislipidemia Ha quanto tempo?
() Doenca Renal Ha quanto tempo?
() Hipotireoidismo Ha quanto tempo?

Outros:

Il = Histéria Familiar
( ) Obesidade ( ) Diabetes Mellitus Il ( ) Hipertensdo ( ) Dislipidemia
( ) Doencas Cardiovasculares
IV — Historia Social
Tabagismo: ( ) Fuma ( ) N&o fuma ( ) Ex-fumante

Por quanto tempo fuma/fumou? Quantos cigarros/dia?

Se parou, ha quanto tempo parou?
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Nome:

Cédigo:

Bebida alcodlica: ( )Nunca ( ) Parou. Ha quanto tempo?

Tipo de bebida que consome com maior frequéncia?
() cerveja, () vinho, ( ) Vodka, ( ) Cachaca, ( ) destilados

Frequéncia de consumo?
( ) nuca ou menos de 1x/més ( )1 a3x/més ( ) 1x/semana ( )2 ad4x/semana( ) 1x/dia ()

>1x/dia
Quantidade de consumo por vez?
V — Medicacbes atuais:
Medicacdes Dose Horarios Usa ha mais
de 3 meses?
Outras:
Alteracdo? | Medicacéo Dose Horéario
T30
T60
T90
T120
T150
T180
T210
VI - Presséao Arterial (mmHg):
T0 T90 T120 | T210
PAS (mmHQ)
PAD (mmHg)
PAM
VIl — Avaliagdo Antropomeétrica
TO T30 T60 T90 T120 T150 T180 T210

DATA

Peso corporal (Kg)

Estatura (m)

IMC (Kg/m?)

C. da cintura (cm)




IX - Dados Laboratoriais
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Exames TO T30 T60

T90

T120 T150

T180

T210

Colesterol Total (mg/dL)

HDL-colesterol (mg/dL)

LDL-colesterol (mg/dL)

Triglicerideos (mg/dL)

Apo A-1

Apo B

Glicose (mg/dI)

Parametros

T0

T90

T120

T210

Atividade GPx-3

8-isoprostano

LDL-ox

Catalase

Capacidade Total antioxidante do Plasma (DPPH)

Se

X - Microcirculagéo:

Parametros: Densidade capilar (capillaries/mm?) — Videocapilaroscopia

Mé&o ndo dominante TO T90

T120

T210

Basal (B)

Hiperemia (PORH)

Parametros: Reatividade microvascular cutanea - Fluxometria laser speckle

Brago direito TO T90

T120

T210

Basal (APU/s)

Dose 1 (APU/s)

Dose 2 (APU/s)

Dose 3 (APU/s)

Dose 4 (APU/s)

Dose 5 (APU/s)

Dose 6 (APU/s)

AUC (APU)

APU: unidades arbitrarias de perfusao
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ANEXO F

QUESTIONARIO DE ATIVIDADE FiSICA (SICHIERI, 2001)
Nome do morador Codigo:
Modelo de questionario sobre atividade fisica para todos os individuos com 12 anos ou
mais:
01) Qual foi a sua ocupacao no Ultimo més.
() ndo teve () donade casa
cédigo: outras:
horaspordia dias por semana
02) Alem desta ocupacgdo tem outra.
( )sim ( )néo
cédigo: outras:
horaspordia dias por semana
03) Como vai para o trabalho?
( )ndovai,ndoseaplica ( ) andando
() bicicleta ( )carro
() transporte coletivo ( )outro:
04) Se vai andando, de bicicleta ou outro meio que dispensa energia (patins, etc...), quanto
tempo gasta por dia somando ida e volta.
_____ minutos por dia
05) Quantas horas assiste TV ou video ou videogame/computador.
() Né&o assiste
_____ horas por dia horas por semana
06) Toma conta de criangas menores de 3 anos?
( )sim ( )nao
_____ Vezes por semana horas por dia
07) Faz atividade fisica regular ou esportes :

() nuncaou quase nunca ( )algumas vezes ( )sempre
08) Pratica atividade fisica, além da locomocéo para o trabalho e escola.
()sim ( Ynédo

Se sim, preencha o quadro a seguir. (Se mais de uma atividade do mesmo grupo, some
frequiéncia e duragao).

Duracdo em minutos

Grupos Frequéncia
| - Caminhadas | _ por dia
_____ por semana _——

Il — Andar em alta

velocidade, Correr, bicicleta, | pordia |
vllei, ginastica, danca, | __ por semana

musculacao, pegar onda

Il — Natacdo, futebol, | __ por dia

alpinismo, basquete | porsemana | = ————-
Outros: Quais | por dia

porsemana | = —— -
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Recordatério 24h: (preparacdes, ingredientes, quantidades em medidas caseiras)

Data: / / Dia da Semana representado:
Acorda: hDorme: h
DESJEJUM h | COLACAO h ALMOCO h
Local: Local: Local:
LANCHE h JANTAR h CEIA h
Local Local: Local:
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PLANEJAMENTO ALIMENTAR

INSTITUTO NACTIONAL DE CARDIOLOGIA ' Serige de aterosclerose & prevencio de DOV
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO / Faculdade de Medicing - Instinio do Coragio
NUTEICTOMNISTAS: Grazielle Huguenin & Boberts Franga

Kial

Refeigio

Grupos de Alimentos

N° porgoes

Exemplo de Combinagao

ORIENTACOES:

Café da
Manhd

Grupo do Leite

Grupo do Pao

Gnupo dos Quefos
Grupo das Margarinas
Grupo das Frutas

Grupo das frutas

Grupo das Verduras
Grupo do Amoz

Grupo do Fejso
Grupo da Came
Grupn dos Legumes
Grupo das Frutas
c.sobremesa de Azeie

Lanche

Grnupo do Leite
Grupo do Pao
Grupo dos Quejos
Grupo da Margarina
Grupo das Frutas

Grupn das Venduras
Grupo do Ammoz

Grupo do Feiao
Grupo da Came
Grupo dos Legumes
Grupo das Frutas
c.sobremesa de Azete

Grupn do Leite
Grupo do Pao
Grupo das Frutas

+Comer o suplemento na quantidade de 1 medida. 1 vez/dia.

¥ suplemente pode ser adicionado na fruta, no iogurte, no
almogo ou no jantar.

+*Voe£ nde deverd comer nenhum tipo de castanha, nozes,
aveld, améndoa durante a sua participagio na pesquisa.

+Voef ndo poderd faltar ds consultas. Case ndo possa
comparecer, deverd nos avisar nos telefones: (21) B689-
1908 (Dra. Grazielle) ou (21) 8126-8194 (Dro. Roberta). Para
que sejo remarcada a consulta e vecE nde figue sem o
suplementa.

vE importante que vocé complete o tratemento para que os
resultades deste estude possam ajudar no tratomento de
outras pessoas com as mesmas doengas que vood.

DIABETICO

1. Adogamte indicados: sucralose, steviesideo, asparfame,
acessulfame-K.

2. Bvitar bisceitos doces, deces concentrades e guleseimas
em geral feitos com aglcar.

3. Usar doces diet, refrigerante zero (mederadamente).
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ANEXO |

Grupo do Leite Medida caseira Grupo das Frutas Medida caseira Grupos das verduras | Medida caseira
Leitz desnatado em po 2 csopa cheias Abacate 1 & sopa cheia picado Acelga crua 1 colher de sopa cheia picada
Leite desnatado 1 copo (tipo requeiao) Abacax 1 fatia media AgriZo cru 1 colhver de sopa cheia picada
logurte Light 1 unidade Acercla 10 unidades Alface crua 1 colhver de sopa cheia picada
logurie desnatado 1 copo pequendo Agua de Coco 1 copo duplo cheio Bertalha cozida 1 colhver de sopa cheia
logurte desnatado de fruta | 1 unidade Banana prata 1 unidade meédia Brocolis cozido 1 colhver de sopa cheia picada
Leite de soja 1 copo (tipo requeiio) Goiaba 1 unidade media Cebola crua 1 colhver de sopa cheia picada
= : : Larania 1 unidade pequena Chiciria crua 1 fodha media
G_rup:- = pag HEd.Ida == Maca 1 unidade pequena Couve cozida 1 colher de sopa cheia picada
Pap Frances com micks | 1 unid. = - - —
Mamao 1 fatia pequena CouveFlor cozida cofher de sopa cheia picada
HAved em flocos 2 colheres de sopa cheias - : - —
—— - — Manga espada pequena Espinafre cozido colher de sopa cheia picada
Biscoito maisena 5 unidades Melanca 1 fafa madia Reoolh o T coher 0 heia o
Canjica branca 1 concha media cheia Welo fafia orande Repnlhn cosd - uxr"erde sopa che!a picada
Creme de armoz em po 4 colheres de sopa cheias T P— 0 "Evl::ade —p TEPD o o ?} er de SOpd chela picada
Amido de Milho 2 colheres de sopa cheias orang — — omate 33 meza
Pao de Forma 2 fatias Perz | unidade media
- - Péssego 2 wnidade madia Grupo das carnes Medida caseira
Pao de Forma Integra 2 fatias — - T
T S - p— Suco de maracuja 1 copo pequenc Bife grelhado 1 unu:ial:h? medio
E@a Ig p 5 unidad g Suco de Uva 1 copo pequenc Carne assada 1 fatia media
|_5c|:nmo — 2 Unicades Tangerina 1 unidade pequena Carme magra cozida 1 pedago grande
Milharina 2 colheres de sopa cheias : - -
: - Uva 15 unidade pequena Proteina de soja crua le.sopa cheia
Tomada industrializada | 3 unidades — -
Grupo dos legumes | Medida caseira Came ensopada 2 colher de sopa cheia
Grupo dos queijos Medida caseira Abobora coz 1 c.50pa cheia picada Coxa frango assada 2 ud media
D.ueun minas fresca 1 fau.a peguena Abobrinha coz 1 c.50pa cheia picada Coxa frango ensopads 2ud mledla
Ricota 1 fatia media — File frango grelhado 1ud media
=] 3 1csopa | Eerinjela 1 c50pa che s File peixe assado 1 ud média
Heq..e-_i.cu e 3 £ rasa Beterraba crua 1 c.sopa cheia ralada Feio frango 35530 1203 e
DE‘II:E'.;-? = 1 : — Beterraba cozaz 1 c.50pa chei picada Peito fmngcu ensopado 1; ud Ijequenu:
ueyo Frate afa pequena Cenowa crua 1 c.sopa cheia ralada d 2 - peq
Cenoura cozida 1 c.sopa cheia picada Peixe ensapado 1 posta pequena
Grupo do amoz Medida caseira Chuch g 1 -50p prs F_ " Peixe grelhado 1 posta media
Aipim cozido 1 c.sopa cheia picada i L u.:-:m o 1 c.50pd l:hea pieaca
Arroz branco cozido 1 c.sopa cheia Dljial.::?c:zida 1 :::Fj ng Grupos do Feijio | Medida caseira
Armroz integral cozido 1 c.sopa cheia Vanem oozido 3 c'scpa thea Feijao Preto 1 concha media cheia
Aoz parboilizado cozido |1 csopa g Sop Feijae Manteiga 1 concha media cheia

Batata doce cozida

1 c.sopa cheia picada

Batata inglesa cozida

1 c.sopa cheia picada

Grupo das margarinas

Medida caseira

nhame cozido

1 c.sopa cheia picada

Margarina regular SEM sal |1 ccharasa

Manteiga SEM sal

1ccharasa

Maicarr3o cozido spaguetti | 1 c.sopa
Maicarr3o integral cozido 1 c.sopa
Midho verde em conserva 1 ¢ sopa cheia
Polenta (angu) 1 c.sopa cheia

Margarina Light serm sal

1 ¢ cha cheia

Feijao Branco

1 concha media cheia

Feijao Rajado

1 concha media cheia

Feijdo Fradinhio

1 concha media cheia

Grao de Bico

3 e sopa

Ervilha Seca Cozda

4 colher de ammoz cheia

Lentilha

1 concha media rasa

Soja em grao

4 colher de sopa cheia
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SEGUNDA-FEIRA TERGA-FEIRA QUARTAFEIRA QUINTA-FEIRA SEXTAFEIRA SARADO DOMINGD
Cafe com lefta
Café com lefte Cafe com lelte
CAFE sl desnakd desmatadn desnatado Suco de 503 desnatado logurte desnatado
DA lag esnatado Iogurie desnatada com o4 francés farnha de
P30 de forma com avela MIG=E 5Em Fio de foma tormsdo P30 de forma com cam rannna
— Biscofio Integral migio com com requelj3a light linhaga
Margarina sem &3l Marganna sem sal Margarina sem &a
COLAGRO BANANA MACA MamMAo LARAMIA MACE MAaMAD BANANA
Salada de alface
! Salada de agrido e Salada ge afacs com Zalada de repolho 2 o Salada de aface,
tomats 2 FIE'F'"ll:I altace Salads de Manrr&u R cenoura ralada Salada g2 chisina tomate o FIE'Flhl:l
Azsite p—l Parafuso of Bracols e R Azelte Azt
eatEad® | sicadinno ge came com Azehe Azeite Peitn ge frango assada Birz de Panaia Role de frango
- Abtoor Flle: e peita de frango Pelxe Cozidy ADOOANNE rfogata Arroz ADODOM coziga
ALMOGD o A greihada Fellfo Freto
AMmaz Fﬂjéu [:TIZI'EW Lentiina Armoz 5 Amoz Chuchu com Orégano .;ITGZ
Feljfio musatinno . Feljio mulatinho Feildo mulainho P Felldo preto
Fruta Fruta Fruta Fruta Fruta
e com =il Cafe com leite Lelte desnatado Care com left
desnaiado logurte light desnatado babido com futa desnatada logurte ight Suco de 50
LANCHE Fao de forma com Fruta picada Fruta P30 de forma torrado Fruta Fruta Tomrada com queljo
Reguel 3o light Farinha g linhaga Pao francas sem miplo | ©OM margarna sem P30 de forma com Granala branco
Fruta com Marganina sam sal &al Margarina sem sal
Zalada de repoho -
- Salada de fellio =
ralado, canaura Salada de Chicora Salada de alface, fradnno cam Salada o agnde Salsda g Chicerla | -oa03 02 COUNE 8
ralada, tomaie 2 fomate & peping afface picados
cebola Azalte . Emf:;ﬂ:& Azehe Azelts zelle
Azalte AIMONdegas de TaNgo | picadinng ge frango Ak Came molda Frange assaco AL Ight
LI Ensopadinho de M3CITAD COM vagem com quiabo Macarrio Asoora Fenoura coziaa Barin|eia refogada
CIME COM Vagem refogada e salsiha Aoz Frango greihado cozida AITOZ &y .
Amoz Fell % preto Felifio mulatinho ESPIHT&GETW Fediio mulainho Lentiha P
z
Feilio preta Fruta Fruta Fruts Fruta Fruia Fruks
Fruta
Mate com biscoita Banana amassada
CElA Cha com tomadas Mingau de avela maisena Mingau de maisena Cha com Cookle Mamio com logurts o0 avela

Atengio: este cardapio & uma sugestio de combinagdo dos alimentos. Vooé pode copiar algumas sugesties desde que esteja de acordo com a sua dista

caloulada. Use a sua criatividade, faga da sua alimentagio um grande prazer saudavelll
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ORIENTACOES NUTRICIONALS

1. MAQ COMER: amendoim, nozes, castanhas,
aveld, castanhe-do-pard. oméndoa durante o
pesquisa.

2. ASUA: beber 4 copos de dgua pela manhd e 4
copas de farde.

MAS PEQUENAS REFEIQOES

1. Se vocE beber bebida de sojo. prefira
oquelas enriguecidas com calcio.

2. Consumir Margarings SEM SAL (comum ou
light).

3. Consumir queijos magres: até 8g de gorduras
totais em 30g de porgio.

4. Mao consumir biscoites recheados, baolos
industrializados, folhados, sorvetes e
salgados, congelodos (hamburguer, losanhas
empanados etc), produtos industrializades,
chocolate, balas, picnlés, leite de coco, coco
ralado, camardo, biscoitos  solgados e
biscoitos com cobertura

5. Usor sgicor moderadamente ou agicar light
com sucralose. Mas lembre de priorizar o
sabor natural das frutas.

6. Adocante indicados: sucrclose, steviosideo,
aspartame, acessulfame-K.

7. Evitar adogontes contendo sacarina sodica
ciclamato de sodio. Leia o rotule na hora de
comprar seu adogante.

8. Mdo ultropassor o nimero de frutas do sua
dieta.

INSTITUTO NACTONAL DE CARDIOLOGIA / Sermago de aterosclerose & prevengdo de DICV
UNIVERSIDADE FEDERAL DM RIO DE JANEIRO / Faculdade de Medicing - Instituto do Coragio
HUTBRICTONISTAS: Grazielle Hoguenin & Boberta Franga

MAS SRANDES REFEICOES

2. Mo usor saleire 4 mesa e usar o minimo
possivel de sal no preparo dos alimentos.

10. Evitar dimentos em conservas e enlotodos,
pois passui muite sal. S5e comer milhe verde &
ervilha deve enwoguar bem pora refirar o
mdxima de sal possivel.

11. Temperar a saloda com limdo, azeite, vinagre.
ervas, alho.

12.Més usar temperos prontos em pd ou cubos,
pois contém muito sal.

13.MAOD COMER: salsichas, lingliigas, mortadela,
salame, pois comteém muite sal & gordura,

14 Freparar os alimentes SRELHADO, COZIDO,
REFOSADO ou ASSADD. Bvitor frifuras e
empanados (no mdxima 1 vez por semana)

15. Tirer a gordura aparente das carnes € a pele
dos aves antes da preporogio.

1&_Fregiéncia de consumo das carnes:

- Peito de frongo sem pele - 3 vezes por semana

- Carne boving - 3 vezes por semana (PATIMNHO,
CHA, LAGARTO, MUSCULO E ALCATRA)

- Peixe - 1 vez por semana (ne minima) (Merluza,
Sardinha, Pescada, Cagdo, Tainha, Mamorada,

sardinha enlatada light, ou atum enlatada light ou
outro peixe com bom preco no mercado).

17.Mda cozinhar carnes no feijdo, pois o gordura
passa para o calda.

18. 0 azeite ndo pode ser aquecido. Usar azeite
na salada.

19 _Afentor para a quanfidade de dleo o
preparo dos alimentos. Utilizor dles de soja
na seguinte guantidade:

01 xicara de arroz cru (200g) | 1o sobremesa

01 xicara de feijdo cru (180g) | 2 c. sobremesa

2 . sobremesa

T00g de peito de frango,

carne boving ou peixe crus

01 escumadeira cheia de 1 c. sobremesa

legumes (100g])

20 Para preparar a SOPA dewe seguir a seguinte
combinagde:

1 legume verde

chuchu, vagem, abobrinha,
berinjela, maxixe, etc

1 legume amarelo batata, inhame, n.il|1i|'r|,, massa,
ou branco arroz

1 legume abdbara

cenoura, abdbara

repalho, espinafre, agrido,

1 werdura folha de mostarda, taioba,
bertalha
misculo, peito de frango ou
1
camne ou franga coxinha da asa
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ANEXO L

e Producdo cientifica, com parte dos dados da tese, em revistas indexadas na base
PUBMED:

Autores:Cordovil I, Huguenin G, Rosa G, Bello A, Kéhler O, de Moraes R, Tibirica E
Titulo:Evaluation of systemic microvascular endothelial function using laser speckle
contrast imaging.

Revista:Microvasc Rev. 2012 May;83(3):376-9. Epub 2012 Jan 31.

DOI: 10.1016/j.mvr.2012.01.004.

e Artigo submetido com dados da Tese:

5844127001506606 Improvement of antioxidant status after Brazil nut intake
in hypertensive and dyslipidemic subjects.

Mutrition Journal Editorial <nutrition@iomedcentral. com:= 20 de novembro de 2014 16:54
Para: Glaucia MM Oliveira =glauciamoraescliveira@gmail com>

Ce: Grazielle VB Huguenin =grazielle huguenini@gmail.com=, Gloimar Rosa =gleriman@nutricac.ufrj.br=, Glaucia
MM CQliveira =glauciamorassoliveira@gmail.com=, Annie SB Morsira <anniebello@gmail_.com=, Tatiana D
Saint'Pierre <tatispieme@puc-rio.br=, Rodrigo A Gongalves <rodrigoagoncalves @gmail.come=, Alessandra RP
Mulder <alessandra.mulder@gmail.com=, Andersen R Teodoro <attecdoro@gmail. com=, Ronir R Luiz
=ronin@iesc.ufrj.br=

Article title: Improvement of antioxidant status after Brazil nut intake in hypertensive and dyslipidemic
subjects.

M5 ID : 584412700150B8606

Authors : Grazielle VB Huguenin, Gloimar Rosa, Glaucia MM Qliveira, Annie SB Moreira, Tatiana D
Saint'Piemre, Rodngo A Gongalves, Alessandra RP Mulder, Anderson R Teodoro and Ronir R Luiz
Joumnal . Nutrition Joumal

Dear Dr Oliveira

Thank you for submitting your article. This acknowledgement and any quenes below ars for the submitting
author. This e-mail has also been copied to each author on the paper. Please bear in mind that all queries
regarding the paper should be made through the submitting author.

A pdf file has been generated from your submitted manuscript and figures. We would be most grateful if you
could check this file and let us know if any aspect is missing or incomsct. Any additional files you uploaded
will also be sent in their orginal format for review.

hitp:/fwwa. nutrtionj. comfimedial5844 127001506606 _article.pdf (387K)

For your records, please find below link(s) to the correspondence you uploaded with this submission. Please

naote there may be a short delay in creating this file.

hitp: /i, nutritionj. comfimedial1 3994756261 30677 _comment._ pdf

Your manuscript will be considered by our editors and will aim to contact you with an initial decision on the
manuscript within six weeks.

In the meantime, if you have any queries about the manuseript you may contact us on

nutrition@biomedcentral.com. We would alzo welcome feedback about the online submission process, which
can be sent to info@biomedoentral.com.

Best wishes,
The Mutrition Joumnal Editorial Team

e-mail: nutrition@biomedcentral.com
Wel: http:/fwww_nutrition).com/
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ANEXO M

Prémios de melhor trabalho em Congresso:

1. HUGUENIN, GVB; Moreira, ASB ; Lachtermacher, S; Assad, MHV;Oliveira, G MM ;
Rosa, G . Melhora do estresse oxidativo e atividade antioxidante apés consumo de
Castanha-do-Brasil em pacientes hipertensos e dislipidémicos. In: XXXIII Simposio do
Instituto Nacional de Cardiologia, 2014, Rio de Janeiro.

2. CARVALHO, R. F.,, HUGUENIN, G.V.B., ROSA, Glorimar, MOREIRA, A. S. B,
OLIVEIRA, G. M. M. Effects os Brazil Nuts supplementation in thyroid hormones and
serum lipoproteins in dyslipidemic patients, 2012.111 Brasil Prevent & | Latin American
Prevent.

Participacdo em congressos:

1. HUGUENIN, GVB; Moreira, ASB ; Lachtermacher, S; Assad, MHV;Oliveira, G MM ;
Rosa, G . Melhora do estresse oxidativo e atividade antioxidante ap6s consumo de
Castanha-do-Brasil em pacientes hipertensos e dislipidémicos. In: XXXIII Simpo6sio do
Instituto Nacional de Cardiologia, 2014, Rio de Janeiro.

2. FORTUNATO, J., ARAUJO, D. F., HUGUENIN, G.V.B., MOREIRA, A. S. B., ROSA,
Glorimar. A ingestédo de célcio e vitamina D esta relacionada a resisténcia a insulina?
2012. X111 Jornada de Nutri¢do Parenteral e Enteral da SBNPE-RJ.

3. Huguenin, Grazielle Vilas Bbas. Alimentos Funcionais no Tratamento do Diabetes
Mellitus, 2012. X1V Encontro de Nutri¢cdo do Hospital Central do Exército.

4. CARVALHO, R. F.,, HUGUENIN, G.V.B.,, LIMA, M. T., MOREIRA, A. S. B,
OLIVEIRA, G. M. M., ROSA, Glorimar. Aplicabilidade do % de gordura estimado por
circunferéncias corporais na populacao de idosos - viabilidade do método, 2012. XVIII
Congresso Brasileiro de Geriatria e Gerontologia.

5. CARVALHO, R. F., HUGUENIN, G.V.B., LIMA, M. T., ROSA, Glorimar, OLIVEIRA,
G. M. M., MOREIRA, A. S. B. Associagdodo % de gordura corporal estimado por
circunferéncias corporais e fatores de risco cardiovascular em pacientes com mais de
50 anos, 2012. XVIII Congresso Brasileiro de Geriatria e Gerontologia.

6. LIMA, M. T. S., HUGUENIN, G.V.B., FORTUNATO, J., ARAUJO, D. F., MOREIRA,
A. S. B.,, CARVALHO, R. F., ROSA, Glorimar, OLIVEIRA, G. M. M. Associacdo da
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