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RESUMO

CALDAS, Ana Paula Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Julho de 2016.
Efeito de uma dieta hipocaldrica contendo amendoim convencional ou alto oleico
sobre marcadores de risco cardiometabdlico, do estado inflamatério e oxidativo em
homens com excesso de peso. Orientadora: Josefina Bressan. Coorientadores: Helen
Hermana Miranda Hermsdorff e Raquel Duarte Moreira Alves.

Objetivos: Awvaliar os efeitos de uma dieta hipocalérica que contenha amendoim
convencional ou amendoim alto oleico sobre marcadores do estado inflamatério,
cardiometabolicos e do estresse oxidativo em homens com sobrepeso e obesidade.
Metodologia: Trata-se de um estudo clinico, randomizado e controlado, com 4 semanas
de duracdo, no qual homens sobrepesos/obesos foram distribuidos em trés grupos:
amendoim alto oleico (AO, n=21), amendoim convencional (AC, n=21) e controle (CT,
n=22), e seguiam uma dieta hipocalérica com ou sem 56 g de amendoim de amendoim
alto oleico ouamendoim convencional. Foiavaliado oimpacto do consumo de amendoim
sobre citocinas produzidas por celulas Tnl, Th2 e Tnl7, marcadores bioquimicos
associados ao risco cardiometabdlico, bem como marcadores do estresse oxidativo.
Resultados: A ingestdo diaria de amendoim alto oleico promoveu redugdo na resposta
pos-prandial das citocinas TNF e IL-4, enquanto a resposta pos-prandial da IL-17A
apresentou aumento significativo no grupo CT. O consumo de amendoim convencional
ndo interferiu no comportamento de nenhuma das citocinas avaliadas. Os marcadores de
risco cardiometabdlico ndo apresentaram diferencas entre os grupos, porém, em relacao
a avaliacdo inicial, peso, IMC, perimetro da cintura, relacdo cintura estatura e diametro
sagital apresentaram redugdo significativa em todos os grupos. Por sua vez, a
concentracdo de triacilglicerol reduziu apenas nos grupos que consumiram amendoim.
Embora ndo significativo, insulina, HOMAr e PCRus também apresentaram modesta
reducdo apenas nos grupos contendo amendoim. Em relacdo ao estado antioxidante, o
consumo de amendoim, tanto alto oleico quanto convencional, ndo promoveu alteragao
significativa sobre nenhum dos marcadores avaliados. Conclusdo: O consumo de
amendoim alto oleico paralelo a uma dieta hipocalérica sugere efeito benéfico sobre os
marcadores inflamatdérios avaliados. Além disso, o consumo de amendoim também
promoveu beneficios cardiometabdlicos adicionais em relacdo ao grupo controle. Quanto
ao estresse oxidativo, 0s grupos que consumiram amendoim ndo apresentaram alteracdo

significante em nenhum dos marcadores avaliados.



ABSTRACT

CALDAS, Ana Paula Silva, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016. Effect
of hypocaloric diet containing conventional peanut or high oleic peanuts on
cardiometabolic risk markers, inflammatory status, and oxidative stress in
overweight men. Advisor: Josefina Bressan. Co-advisors: Helen Hermana Miranda
Hermsdorff and Raquel Duarte Moreira Alves.

Objective: To evaluate the effects of hypocaloric diet containing high-oleic or
conventional peanuts on inflammatory status, cardiometabolic risk markers and oxidative
stress markers in overweight/obese men. Methods: In a 4-week randomized clinical trial,
overweight and obese men were assigned to the groups: control (CT, n=22), conventional
peanuts (CP, n=21) or high-oleic peanuts (HO, n=21). They followed a hypocaloric diet
with or without 56 g/day of conventional or high-oleic peanuts. Was evaluated the impact
of peanut intake on cytokines produced by cells Thl, TH2 and TH17, biochemical markers
associated with cardiometabolic risk and oxidative stress markers. Results: Daily intake
of high oleic peanuts promoted reduction in postprandial response of TNF and IL-4, while
the postprandial response of IL-17A increased in CT group. Conventional peanut intake
not altered the action of the evaluated cytokines. Cardiometabolic risk markers did not
differ between the groups, however, at baseline weight, BMI, waist circumference, waist-
to-height ratio and sagittal diameter decreased significantly in all groups. However,
within groups triacylglycerol levels were reduced in CP and HO groups. Although not
significant, insulin, HOMA\r and hs-CRP also showed modest reduction only in the test
groups. In relation to the antioxidant status, consumption of conventional or high-oleic
peanuts did not promote significant change on any of the markers assessed. Conclusion:
Intake of high-oleic peanut together with a hypocaloric diet suggests a beneficial effect
on the inflammatory markers evaluated. Moreover, the peanut intake also promoted
additional benefits cardiometabolic in relation to the control group. About the oxidative
stress, none of the evaluated markers were significantly changed in the peanuts

consumption groups.



1 INTRODUCAO

Anormalidades imunolégicas associadas a obesidade sdo vistas como um estado
inflamatério crbnico subclinico e consideradas cruciais no desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) e aterosclerose (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011; VAN DER
WEERD et al., 2012). Individuos obesos apresentam alteragdes na producéo de citocinas
pré-inflamatérias local e sistemicamente, as quais estdo envolvidas na origem do
desenvolvimento das desordens metabdlicas caracteristicas da obesidade, bem como no
aumento do risco de doenca cardiovascular (DCV) (PETERSEN et al., 2014). O excesso
de gordura corporal causa disfungdes multiplas e inter-relacionadas no organismo, tais
como resisténcia a insulina e inflamacéo, que impactam negativamente na salde vascular
e representam componentes chave do risco cardiometabolico (ARONNE; ISOLDI, 2007).

Diante disso, novas estratégias para o tratamento da obesidade vém sendo
estudadas com o objetivo de avaliar o efeito da ingestdo de alimentos especificos no
controle metabdlico, inflamatério, do peso corporal e comorbidades associadas
(BRESSAN; HERMSDORFF, 2008; HERMSDORFF et al., 2011). Nesse contexto,
evidéncias sugerem que dietas que incluem sementes oleaginosas, dentre elas o
amendoim, poderiam modificar o estado inflamatério além de contribuir para a melhoria
do perfil lipidico e de antioxidantes da dieta (GRIEL et al., 2004; MAGUIRE et al., 2004;
KORNSTEINER; WAGNER; ELMADFA, 2006; VASSILIOU etal., 2009).

Apesar de o amendoim ser uma leguminosa, ele possui propriedades nutricionais
similares as oleaginosas ou nuts e representa uma excelente fonte de gordura
monoinsaturada (AGMI), proteinas e fibra, com potenciais benéficos na saciedade e
controle de peso (ALVES et al., 2014a; BARBOUR et al., 2014, 2015). Outros nutrientes
bioativos do amendoim incluem vitamina E, potassio, calcio, magnésio, tocoferois e os
fitoquimicos fitoesterdis, compostos fendlicos e arginina, com efeito sobre a regulacdo da
glicose, inflamacdo, estresse oxidativo e fatores de risco cardiovascular (KRIS-
ETHERTON et al., 1999, 2008; SINGH; DEVARAJ; JIALAL, 2005; KENDALL et al.,
2010; BARBOUR et al., 2015). Por sua vez, os amendoins do cultivar alto oleico
demostraram capacidade de reduzir lipidios sanguineos, proteina-C reativa, IL-6 e
fibrinogénio (ALVES et al., 2014b). Alem disso, sdo fontes de fitoesterois e AGMI, o
qual representa mais de 80% do perfil de &acidos graxos em sua composicdo
(DERBYSHIRE, 2014).



O aumento da ingestdo de &cido graxo oleico presente no amendoim, contribui
para a melhoria do quadro inflamatorio, por reduzir os efeitos inflamatorios dos AGS e
diminuir a suscetibilidade da LDL-c ser oxidada (AGUILERA et al., 2002; HARVEY et
al, 2010; VASSILIOU et al., 2009). Além disso, o alto conteGdo de compostos
antioxidantes do amendoim também parece contribuir para a reducdo de marcadores
inflamat6rios e para o aumento da capacidade antioxidante total (JIANG, 2005; PEREZ-
JIMENEZ; LOPEZ-MIRANDA; MATA, 2002).

Estudos com amendoim, especialmente do cultivar alto-oleico, mostram melhora
das concentragfes poés-prandiais de glicose, insulina, e TNF-a em individuos com
sobrepeso/obesidade (ALVES et al., 2014b). O consumo de amendoim alto oleico,
também aumenta a termogénese induzida pela dieta, reduz o apetite, ndo compromete a
perda de peso quando administrado em conjunto com uma dieta hipocalorica, e ainda
contribui para uma maior oxidagdo de gordura e melhora da composicdo corporal
(ALVES etal., 2014b; ALVES et al., 2014c).

Diante disso, ndés hipotetizamos que o consumo do amendoim alto oleico
associado a uma dieta hipocaldrica, pode modular a resposta das citocinas Thl, Th2 e
Thl7 e, além disso promover melhoras sobre os fatores de risco cardiometabdlicos e

estado antioxidante de individuos com excesso de peso.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos de uma dieta hipocalérica que contenha amendoim
convencional ou amendoim alto oleico sobre o estresse oxidativo, estado inflamatorio e

marcadores cardiometabdlicos em homens com excesso de peso e obesidade.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar e comparar os efeitos do consumo diario de amendoim convencional ou
de amendoim rico em acido graxo oleico sobre a concentracdo de:
= Marcadores inflamatorios plasmaticos:
o Interleucina-2  (IL-2) Interleucina- 4 (IL-4), Interleucina-6 (IL-6),
Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-17A (IL-17A), Interferon (IFN),
Fator de necrose tumoral (TNF) e proteina C-reativa ultrassensivel (PCR);
= Marcadores do estresse oxidativo plasmaticos:
o Superéxido dismutase (SOD), glutationa  S-transferase  (GST),
malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (ON);
= Marcadores de risco cardiometabdlico:
o Insulina, HOMRAR, perimetro da cintura, IMC, relacdo cintura estatura,
colesterol total, triacilglicerol, LDL-c, HDL-c, VLDL, colesterol ndo
HDL, LDL-c:HDL-c e colesterol totalHDL-c



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Obesidade, inflamagdo e estresse oxidativo

Evidéncias crescentes indicam que a obesidade esta ligada a um estado
inflamatorio  cronico subclinico, o que contribui para o desenvolvimento de
comorbidades, em especial disfuncdes metabdlicas (HOTAMISLIGIL, 2006;
SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006). Atualmente, esta bem estabelecido que o tecido
adiposo (TA) ndo so esta envolvido no armazenamento de energia, mas também funcio na
como um 6rgdo enddcrino que secreta diversas substancias (OUCHI et al, 2011;
VAZQUEZ-VELA; TORRES; TOVAR, 2008).

A expressdo desregulada dos genes relacionados a essas substancias, causada pelo
excesso de adiposidade e disfuncdo dos adipdcitos, tem sido associada a origem de
diversas doencas por meio do estimulo arespostas imunes alteradas (OUCHI et al., 2011).
Um aumento na inflamacdo decorrente do estresse oxidativo tem sido hipotetizado como
o principal mecanismo envolvido na patogénese e progressdo de disturbios relacionados
a obesidade (ELMARAKBY; SULLIVAN, 2012). Além disso, um aumento nas
concentragfes de citocinas inflamatorias pode conduzir a um novo aumento do estresse
oxidativo, criando um ciclo (NUNN; BELL; GUY, 2009). A associacdo complexa entre
aumento do estresse oxidativo e aumento da inflamacdo, ndo s6 na obesidade, mas
também em distirbios relacionados, tais como Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doenca
cardiovascular (DCV), dificultam o estabelecimento de uma sequéncia temporal da
relacdo entre ambos.

A obesidade promove a ativacdo de um processo inflamatério em sitios
metabolicamente ativos, tais como TA, figado e células imunolégicas (BONDIA-PONS;
RYAN; MARTINEZ, 2012). O prdprio excesso de gordura leva a uma resposta de
estresse caracterizada pelo aumento da concentracdo de glicocorticoide, um hormdnio
esteroide necessario para o0 desenvolvimento e diferenciagdo dos pré-adipocitos
(WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). Além disso, existe um aumento acentuado nas
concentragbes de citocinas pro-inflamatdrias, adipocitocinas, e outros marcadores
inflamatdrios causado pelo excesso de adiposidade e disfuncdo dos adipdcitos
(KARALIS etal., 2009).

O excesso de nutrientes também pode provocar respostas de estresse em muitos

tipos celulares, tais como hepatdcitos, midcitos, adipocitos, células endoteliais e do



sistema imunoldgico, gerando disfuncbes metabdlicas (HOTAMISLIGIL, 2006;
LOWELL, 2005). Dessa forma, ainflamacdo parece ser o desfecho comum da obesidade
humana (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012).

Tanto em homens quanto em animais, hd um grande ndmero de macréfagos
infiltrados no TA ligados a inflamacdo sistémica e resisténcia a insulina (SHU;
BENOIST; MATHIS, 2012). Este acumulo de macrofagos é proporcional ao grau de
adiposidade, assim, a perda de peso estd associada a reducdo da quantidade de macrofagos
no TA e consequentemente na circulacdo, o que é acompanhado por reducdo do estado
inflamatorio de individuos obesos (OUCHI et al., 2011).

A inflamacdo também pode ser consequéncia do estresse oxidativo, o qual
encontra-se aumentado em individuos obesos, e além da resisténcia a insulina, também
esta relacionado com disfungdo endotelial. Ambas as modificacbes podem interagir e se
amplificar, produzindo um conjunto de alteracGes metabodlicas e vasculares (FONSECA-
ALANIZ et al., 2007). Outra hipotese para a producdo de adipocinas e proteinas de fase
aguda pelo TA inclui a possibilidade de que a hipéxia funcione como o gatilho para o
processo inflamatorio (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).

A hipdxia pode ocorrer em paralelo & expansdo excessiva do TA durante a
obesidade (PETRANGELI et al, 2015). Além disso, caracteriza-se como indutora da
resposta inflamatdria através da ativacdo do hypoxia-inducible factor (HIF) - 1a, principal
regulador da resposta celular a hipdxia, e factor nuclear-kapa B (NF-kB), um fat or de
transcricdo e importante mediador da resposta inflamatéria (GHOSH; HAYDEN, 2008;
SEMENZA, 2003). A ativacdo de NF-kB tipicamente resulta na expressdo de moleculas
de adesdo, citocinas, receptores de superficie celular e enzimas pré-inflamatorias
(PETRANGELI et al., 2015).

Evidéncias indicam que, em comparacdo com os macrofagos, os adipdcitos tém
uma capacidade igual ou superior a células do sistema imune de produzir substancias
inflamatorias, isso tem sido observado com o aumento dos fatores liberados pelos
adipdcitos com substancial contribuicio para a inflamagdo sistémica (FERNANDEZ-
SANCHEZ et al., 2011). Alkm disso o TA é capaz de ativar os linfocitos T CD8* -
linfocitos T citotdxicos - 0s quais promovem o recrutamento e ativacdo de macrofagos,
evidenciando que as células T CD8* desempenham um papel essencial no inicio e
propagacdo do processo inflamatério no TA e sistemicamente (NISHIMURA et al,
2009).



O estresse oxidativo na obesidade ndo se relaciona somente a inflamacédo e
expansdo do TA. Aingestdo excessiva de nutrientes por individuos obesos induz estresse
celular com consequente produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) superior ao
necessario para sinalizar respostas fisioldgicas (BONDIA-PONS; RYAN; MARTINEZ,
2012; SANTILLI et al., 2015). Assim, na obesidade, o estresse oxidativo pode surgir
como consequéncia da alta ingestdo de gordura e/ou agucar simples na dieta (BONDIA-
PONS; RYAN; MARTINEZ, 2012).

A ingestdo excessiva de nutrientes, com refeicbes ricas em carboidratos, acidos
graxos saturados e &cidos graxos trans, estimula vias intracelulares levando ao estresse
oxidativo por meio de diversos mecanismos bioquimicos, como a geracdo de radicais
superoxido provenientes de NADPH oxidases, fosforilacdo oxidativa, auto-oxidacdo do
gliceraldeido, proteina quinase C (PKC), e de vias poliol e hexosamina (SAVINI et al.,
2013). O estresse oxidativo pode desempenhar um papel causal no desenvolvimento da
obesidade, estimulando a deposicdo de tecido adiposo branco e alterando a utilizacdo de
nutrientes (DANDONA et al., 2010).

Quando a producdo de ERO estd aumentada ou sua remocdo estd diminuida,
instala-se  um desequilibrio entre fatores oxidantes e antioxidantes que resulta em um
estado pré-oxidativo (HOPPS et al., 2010). A presenca de radicais livre em excesso pode
danificar estruturas celulares e desencadear respostas inflamatérias (HOTAMISLIGIL,
2006; ROBERTS; SINDHU, 2009). O estresse oxidativo tem sido relacionado com a
adiposidade, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica, e DCV incluindo
hipercolesterolemia, ateroscleroses, hipertensdo e faléncia cardiaca (FURUKAWA et al.,
2004), sugerindo que esse quadro pode ser um evento precoce na fisiopatologia dessas
doencas cronicas (CERIELLO, 2004).

Os radicais livres sdo gerados a partir da oxidacdo mitocondrial de glicose e acidos
graxos livres e por processos metabdlicos e de defesa em outras partes da célula. Estes
elementos incluem principalmente radicais superoxido (O2*), radical hidroxila (OH) e
peroxido de hidrogénio (H202). Em condicbes fisiologicas, as células apresentam um
sistema de protecdo antioxidante enzimatico, representado principalmente por
Superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e defesas ndo
enzimatica composta por vitaminas e minerais (VALDECANTOS; PEREZ-MATUTE;
MARTINEZ, 2009).

Técnicas simples tém permitido mensurar os produtos finais do processo oxidativo
mediado pelos radicais livres. Malondialdeido (MDA, hidroperdxidos lipidicos, F2-
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isoprostanos, sdo exemplos de substancias amplamente utilizadas como marcadores da
peroxidacdo lipidica (HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Em uma analise temporal
desse processo, inicialmente sdo produzidos hidroperdxidos gerados em um estagio
precoce da peroxidacdo lipidica, enquanto MDA ou F2-isoprostanos sdo formados ao
final de um longo processo oxidativo (VINCENT; TAYLOR, 2006).

Estudos tém demonstrado que individuos obesos possuem uma concentracdo de
MDA superior as encontradas em individuos com IMC normal (OLUSI, 2002). Nesse
sentido, individuos com IMC maior que 40 kg/m? possuem maior concentracdo de MDA
do que aqueles com IMC entre 19-25 kg/m?. Ao contrario do MDA, as enzimas
antioxidantes, SOD e GPX, tém suas atividades diminuidas em individuos com IMC
superior a 40 kg/m? quando comparadas com individuos eutréficos. Tal comportamento
sugere a existéncia de um limiar de adiposidade, a partir do qual o excesso de gordura
levaria a incapacidade do organismo em gerar adequada defesa antioxidante dada a
quantidade de radias livres produzidos (VINCENT; TAYLOR, 2006). A atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPx tém sido inversamente associadas ao IMC em
criancas e adultos obesos (SAVINI et al., 2013; VIROONUDOMPHOL et al., 2000). Um
estudo evidenciou que em mulheres obesas a atividade da GPx aumentou
significativamente ap6s a reducdo de peso (BOUGOULIA; TRIANTOS; KOLIAKOS,
2006). De forma similar, individuos com IMC normal tinham maior atividade de SOD e
GPx em comparagdo com pessoas obesas (RAMEZANIPOUR et al.,, 2014).

O oxido nitrico (ON), é um importante fator de relaxamento derivado do
endotélio e, em condigbes basais, € sintetizado em pequenas quantidades pela oxido
nitrico sintase (NOS), endotelial e neuronal (CODONER-FRANCH et al., 2011,
NASEEM, 2005). Embora ao ON possua conhecida importdncia na génese da
aterosclerose, preservando o endotélio, suas concentracGes encontram-se aumentadas na
obesidade, o que predispde a formacdo de produtos altamente danosos ao organismo,
como o peroxinitrito (ONOO-) (CODONER-FRANCH et al., 2011; GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000).

A enzima glutationa S-transferase (GST) compreende uma familia de enzimas
citosdlicas e diméricas, amplamente distribuidas em todos os tipos celulares de mamiferos
(MAHMOOD, 2010). A GST tem por funcdo catalisar a adicdo nucleofilica de glutationa
reduzida a centros eletrofilicos de compostos heterogéneos, como Xxenobibticos e 0s
compostos gerados a partir deles, facilitando assim sua eliminacdo a partir da célula
(RUSHMORE; PICKETT, 1993). Pouco se sabe a respeito do comportamento desta
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enzima em individuos obesos, entretanto, tem sido sugerido que que fatores ligados a
obesidade interferem negativamente na atividade da GST (ROE et al., 1999).

3.2 Fatores de risco cardiometabdlicos

O risco cardiometabolico pode ser definido como o risco de DCV determinado
por fatores tradicionais acrescido dos fatores de riscos ligados as caracteristicas da
sindrome metabdlica. Dessa forma, estabelece-se uma ligacdo entre inflamacao,
obesidade, tanto visceral quanto gordura com localizagdo ectdpica, resisténcia a insulina
e DCV (DESPRES, 2012).

Na obesidade, o desenvolvimento de complicacbes cardiometabdlicas esta
relacionada &s alteragBes sofridas pelos adipdcitos, os quais possuem papel critico no
controle de algumas fungdes metabolicas (GREENBERG; OBIN, 2006). Individuos
obesos liberam mais &cidos graxos livres e fatores pro-inflamatorios como plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1), TNF-a e IL-6 que exercem maior efeito regulatorio sobre
a proteina C-reativa, aumentando suas concentragdes (CANNON, 2007). A maior
liberacdo de fatores pré-inflamatorios somado a maior quantidade de acidos graxos livres,
predispde ao desenvolvimento de resisténcia a insulina e eventos cardiovasculares
(GREENBERG; OBIN, 2006; POIRIER, PAUL, ECKEL, 2002). Juntos, obesidade e
resisténcia a insulina contribuem para a disfuncdo vascular por inibir a liberacdo de dxido
nitrico, um fator de protecdo natural da integridade e homeostase vascular (ZALESIN et
al., 2011). Hiperinsulinemia somado aresisténcia ainsulina promove miltiplos prejuizos
metabdlicos e um aumento proporcional do risco cardiovascular (ESCHWEGE et al.,
1985).

Mesmo modestas perdas de peso podem demonstrar significantes melhorias nos
fatores de risco metabdlicos relacionados a obesidade, particularmente diabetes e
dislipidemias (DOW etal.,, 2013; GREGG EW et al., 2005). Tem sido estimado que uma
reducdo de 5-10% no peso corporal de individuos obesos pode promover significante
reducdo dos marcadores cardiometabdlicos incluindo glicose, insulina, marcadores
inflamatorios, ainda que o IMC permaneca na categoria de risco (CANNON, 2007).

O excesso de peso associa-se a alteracbes desfavordveis no perfil lipidico,
relacionando-se, independentemente da idade e do sexo, com valores mais altos de IMC
e concentragdes plasméticas mais elevadas de triglicerideos, colesterol total e colesterol
ndo HDL-c, e com concentragdes mais baixas de HDL-c (ARONNE, 2007; DIAS et al.,
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2005). O colesterol é um dos grandes mediadores para o risco cardiovascular na
obesidade. Aproximadamente 70% dos pacientes com doencas cardiovasculares também
possuem dislipidemia e IMC aumentado (ZALESIN etal.,, 2011).

Estudos demonstram que concentragcdes aumentadas de LDL-c estdo diretamente
associadas a desfechos vasculares negativos, ja que essa lipoproteina estd diretamente
envolvida na formacdo e desestabilizacdo das placas de ateroma (DOW et al., 2013). O
LDL-c é excessivamente aterogénico, por ser facilmente oxidado e por sua capacidade de
penetrar na barreira endotelial da parede dos vasos, aumentando a inflamacdo e agregacédo
plaquetdria  (BADIMON; VILAHUR, 2012). Por outro lado, o HDL-c caracteriza-se
como cardioprotetor e antiaterogénico por transportar o colesterol dos tecidos periféricos,
incluindo aqueles acumulados na parede vascular, para o figado, processo conhecido
como transporte reverso do colesterol (LEWIS; RADER, 2005). O excesso de peso pode
influenciar diretamente nos valores de HDL-c (DOW et al., 2013). Estudos demonstram
que a diminuicdo de 1 kg no peso corporal pode aumentar os niveis de HDL-c em 0,35
mg/dl (LEWIS; RADER, 2005; SINGH; SHISHEHBOR; ANSELL, 2007).

Uma recente meta-analise envolvendo 300.000 individuos de diferentes grupos
étnicos, mostrou que a relacdo cintura:estatura é um medida de avaliagdo do risco
cardiometabolico melhor do que o IMC ou perimetro da cintura em homens e mulheres
de todas as idades (ASHWELL; GUNN; GIBSON, 2012). Outro estudo com mais de
258.000 individuos reportou um progressivo aumento no risco cardiovascular com o
aumento da circunferéncia dacintura e relagéo cintura quadril (DE KONINGetal., 2007).
Zalesin et al., (2011) observaram que um aumento de 1cm no perimetro da cintura esta
associado com um aumento de 2% no risco relativo de eventos cardiovasculares
(ZALESIN et al., 2011).

Intervengbes nutricionais sdo amplamente descritas por sua eficiéncia na
promogdo da perda de peso e/ou por possuirem nutrientes especificos que diminuem o
risco cardiometabdlico (SIQUEIRA-CATANIA etal., 2013). As oleaginosas sao fonte de
AGMI, vitaminas, minerais e polifendis, os quais coletivamente contribuem para a
reducdo do risco de doencgas cronicas, entre elas, as cardiovasculares(BARBOUR et al.,
2015). Individuos tipicamente consumidores de nuts possuem menor concentragcdo de
colesterol total e LDL-c e triglicerideos, além de impactarem positivamente sobre o HDL-
¢ (BROWN et al., 2015). Por sua semelhanga nutricional com as nuts, 0 amendoim

também tem sido descrito como cardioprotetor, e promovendo melhorias sobre as
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concentragdes de TNF-a e triglicerideos, e melhorado a resisténcia a insulina e

composicao corporal (ALVES etal., 2014b; VASSILIOU et al., 2009).

3.3 Citocinas Th1/th2/th17 na obesidade

As citocinas sdo pequenas glicoproteinas produzidas por diferentes tipos de
células, predominantemente linfocitos, que regulam a imunidade, infllmacdo e a
hematopoiese, sendo sua secrecdo um evento breve e auto-limitado (KHAN, 2008). Elas
atuam sobre diversas fungbes fisiologicas e patoldgicas, incluindo imunidade inata,
imunidade adquirida e uma variedade de respostas inflamatérias e metabdlicas (KINDT;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Geralmente as citocinas desempenham mukiplos efeitos em uma Unica célula alvo
e podem induzir ou inibir a sintese e a acdo de outras citocinas. Depois de se ligar a
receptores especificos na superficie de determinada célula, as citocinas produzem os seus
efeitos especificos (DEMBIC, 2015). Além disso, elas regulam a intensidade e duracdo
de uma reposta imune por estimular ou inibir a ativacdo, proliferagdo e/ou diferenciacdo
de varias células e por regular a secrecdo de anticorpos e outras citocinas. A ligacdo de
uma citocina a uma célula-alvo responsiva geralmente estimula o aumento da expressao
de receptores e a secrecdo de outras citocinas, afetando outras células-alvo préximas
dando continuidade e amplificando a resposta inflamatoria (DEMBIC, 2015; KINDT;
GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Ante um determinado desafio antigénico, o tipo de resposta imune a ser
desencadeada sera definida pela diferenciacdo do perfil de secrecdo de citocinas entre 0s
subtipos de células linfocitarias T helper (Th). Dessa forma, tem sido demonstrado que
as células T também sdo reguladas pela adiposidade e podem contribuir para ainflamacéo
induzida pela obesidade (LUMENG; MAILLARD; SALTIEL, 2009).

Recentemente, foi observado acumulo de células T no TA de humanos e de ratos
obesos (DUFFAUT et al., 2009a; KINTSCHER et al, 2008; RAUSCH et al., 2008)
precedida pelo acimulo de macrofagos (DUFFAUT et al., 2009b; NISHIMURA et al,
2009). Diante disso, as células T séo vistas como participantes necessarias ao inicio da
inflamacdo no TA (SELL; ECKEL, 2010). Essa ideia foi reforcada pela descoberta de
que a deplecdo de células T reduz infiltracdo de macréfagos no TA e melhora a
sensibilidade a insulina em ratos alimentados com uma dieta de elevado teor de gordura
(NISHIMURA et al., 2009; WINER et al., 2009a).
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Oslinfocitos T podem ser classificados, de acordo com as suas fun¢Ges e fenétipo,
como T helper (Th) ou linfocitos T citotoxicos (Tc). Linfocitos T helper CD4* regulam a
resposta imunologica através da producdo de citocinas que ativam macrdfagos, células
Natural Killer (NK) e linfécitos B, amplificando de uma forma especifica e antigeno
dependente a resposta imune (MOULIN et al., 2009).

Células T CD4+ diferenciam-se em varias células Th com distintos perfis de
secre¢do de citocinas; Thl (secretam IL-2, IL-12, Interferon gama -IFN-y- e TNF-p),
células Th2 (produzem, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-25), células Thl7
(secretam IL-17A a IL-17F, IL-21, IL-22, IL-24, IL-26) (ZHU; PAUL, 2008).

O consumo de uma dieta rica em gordura promoveu aumento no ndmero de células
Thl seguido de recrutamento de macréfagos inflamatorios para o TA de ratos obesos
(WINER et al., 2009). Ainda, adipdcitos provenientes de individuos obesos, mas ndo de
individuos magros, foram capazes de induzir células Thl7 e ativacdo de mondcitos
(ELJAAFARI et al., 2015). Em geral, células Thl e Thl7 desencadeiam respostas pro-
inflamatdrias, enquanto células Th2 contribuem para respostas anti-inflamatéria
(APOSTOLOPQULOS et al., 2015). Em individuos obesos com e sem DM2, as
concentragfes de citocinas Thl7 encontram-se aumentadas no soro. Além disso, tem-se
associado o aumento das células Thl7 as complicacbes tardias da obesidade
(LUCZYNSKIA etal, 2015).

Células Thl CD4* estdo aumentadas na obesidade e se correlacionam
positivamente com a incidéncia de doenca hepatica ndo alcodlica (PACIFICO et al.,
2006). As células do fendtipo Th2 CD4* desempenham um papel supressor da
inflamacéo relacionada a obesidade e resisténcia a insulina; a mudanca na relacdo Thl /
Th2 em direcdo as células pro-inflamatdrias do fenotipo Thl pode ser responsavel pela
polarizagdo de macrofagos M: para M1 no TA, favorecendo um estado pro-inflamatdrio
(MRAZ; HALUZIK, 2014).

3.3.1 Citocinas

3.3.1.1 Interleucina-17A (IL-17A)

Enquanto mondcitos e macrofagos tém sido claramente associados a inducdo de
um perfil pré-inflamatorio, pesquisas recentes tém mostrado que células Thl7 também
participam da inflamacdo decorrente da obesidade (AHMED; GAFFEN, 2010; WINER

et al., 2009b). Foi observado aumento de células Th17 no TA de individuos obesos e com
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DM2 (FABBRINI et al., 2013; DALMAS et al., 2014). De forma semelhante, células
Thl7 periféricas estavam significativamente aumentadas em mulheres obesas que
participaram de uma coorte (SUMARAC-DUMANOVIC et al., 2009).

As IL-17A/F sdo citocinas que atuam predominantemente na propagacdo da
inflamac&o, devido a onipresente expressdo de seus receptores IL-17RA/RC (AHMED,;
GAFFEN, 2010). Alem disso, IL-17A também aumenta a secrecdo de outras citocinas
pro-inflamatorias, incluindo IL-1B, IL-6 e quimiocinas, por multiplos tipos celulares
como macrofagos, mondcitos, células do estroma e células tronco. A IL-17A também
pode inibir diretamente a adipogénese, 0 que prejudica o armazenamento de lipidios no
TA e também contribui para o estabelecimento de resisténcia a insulina (RI) (AHMED;
GAFFEN, 2013; ELJAAFARI et al., 2015; ZUNIGA et al., 2010). Aém disso, a IL-17
pode estar envolvida na inflamacdo associada a complicacbes a longo prazo da DM2
(LUCZYNSKIA et al., 2015). Supde-se que a obesidade é também acompanhada por uma
inflamacdo croénica, o papel das células Th17 deve predominar sobre outras populacdes
de células, incluindo células Treg (FABBRINI et al, 2013). Apesar dos avangos, 0S
mecanismos pelos quais células Thl7 se infiltram no TA e seu papel exato permanecem
pouco estudados (ELJAAFARI et al., 2015).

3.3.1.2 Interleucina-2 (IL-2)

A IL-2 foi descrita em 1975 como promotora do crescimento de linfocitos T
derivados da medula dssea (GAFFEN; LIU, 2004). E uma potente citocina pro-
inflamatoria produzida principalmente por células TCD4* e TCD8* ativadas e com
importantes efeitos na biologia das células T regulatérias (Treg) e na homeostase da
resposta imune (VARGAS et al,, 2015). Ainda, promove a diferenciacdo das células
CD4* em células Thl e Th2, enquanto inibe a diferenciacdo das células Thl7 (LIAO;
LIN; LEONARD, 2011; SHARMA,; FU; JU, 2011).

Em individuos obesos sem comorbidades, a IL-2 pode representar um componente
importante nos eventos inflamatérios precoces (VARGAS et al., 2015). Além disso, as
concentracfes plasmaticas de IL-2 associam-se significativamente com o IMC de
individuos obesos (SHELTON et al., 2015). Ha evidéncias de que a IL-2 também esteja
envolvida no processo inflamatério ligado ao desenvolvimento de DM2 (LUCAS et al.,
2013). Estudos mostram que as concentracfes plasméaticas desta citocina estdo
aumentadas em individuos pré-diabéticos e correlacionam-se positivamente com a
hemoglobina glicada (HbAlc) (LUCAS et al., 2013). Evidéncias também apontam que a
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destruicdo das células- pancreaticas no diabetes auto-imune é mediada pela IL-2
(ZHOU; ZHANG; AUNE, 2003)

3.3.1.3 Interleucina-4 (IL-4)

A IL-4 é uma citocina secretada por linfocitos ativados Th2, basofilos, e
mastocitos, executando funcbes pleiotrdpicas, tais como diferenciacdo de células Th2,
mudanca de classe de imunoglobulina e proliferacdo de células B (TSAO et al.,, 2014).
Também € secretada por mastocitos, eosinofilos e basofilos, sendo considerada um
potente regulador da imunidade (GADANI et al., 2012). Sua principal atividade é
determinar o perfil da resposta imune de células Th2, além de induzir a proliferacdo de
células B e aumentar a expressdo de MHC-II, possibilitando maior ativacdo de Th2.
Ressalta-se ainda sua fungdo de promover a diferenciacdo de outras células capazes de
produzir 1L-4 e vérias citocinas como IL-5, IL-10 e IL-13 (DYKEN; LOCKSLEY, 2013;
NELMS et al., 1999).

Evidéncias apontam que essa citocina esta envolvida no metabolismo lipidico por
meio da inibicdo do acUimulo de lipidios no TA, o que leva a diminuicdo do ganho de
peso e da massa de gordura (CAO etal., 2014; TSAO et al., 2014). Spergel et al. (1999),
revelaram que a IL-4 regula algumas quimiocinas pré-inflamatorias e o metabolismo
lipidico e glicidico, pormeio dapromocdo da sensibilidade ainsulina, tolerancia a glicose
e inibicdo da deposicdo de lipidios (CAO et al., 2014; SPERGEL et al., 1999). Quando
secretada a partir de adip6citos e hepatocitos, a IL-4 pode modular aresposta imune local
e a sensibilidade a insulina, sugerindo que tal citocina potencialmente influéncia nos
processos metabdlicos e na obesidade induzida pela dieta (EL-WAKKAD et al., 2013;
OUCHI et al.,, 2011). Adicionalmente, ElWakkad et al. (2013) encontraram associa¢do
direta entre as concentragdes de IL-4 e obesidade central (EL-WAKKAD et al., 2013).
Tal citocina também tem sido associada a um efeito pro-inflamatdrio, por apresentar
capacidade de retardar a apoptose de neutrofilos e aumentar a producéo de IL-18 por estes
leucécitos, o que contribui para o recrutamento de outras células inflamatérias para o
local da inflamacdo (GIRARD et al., 2009).
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3.3.1.4 Interleucina-6 (IL-6)

IL-6 é uma citocina de acdo pleiotropica e com uma multiplicidade de funcdes,
tem um papel pro-inflamatério, com importantes efeitos na imunidade adaptativa,
especialmente apds ativacdo de células B e T (KINDT; GOLDSBY; OSBORNE, 2008).

Varios tipos de células imunolégicas, incluindo macrofagos e mondcitos além de
células endoteliais, adipdcitos e células do mlsculo esquelético constituem fontes tipicas
de IL-6 (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011). A avaliagdo do TA humano como um
Orgdo endocrino tem mostrado sua abundante producdo de IL-6, principalmente pelo TA
subcutaneo que produz aproximadamente 25% da IL-6 circulante (KIM et al., 2004).

Clinicamente, as concentracdes plasmaticas de IL-6 correlacionam-se com a
adiposidade, de tal modo que o aumento da IL-6 circulante é observado em individ uos
obesos e a perda de peso conduz auma redugdo nas concentraces da mesma (ESPOSITO
et al., 2003; FRIED; BUNKIN; GREENBERG, 1998; ZICCARDI, 2002).

As IL-6 também estd correlacionada com RI e intolerancia & carboidratos
(LASTRA; MANRIQUE; HAYDEN, 2006; OUCHI etal., 2011). Esta citocina influencia
a tolerancia a glicose por meio da regulacdo negativa da visfatina, e também antagoniza
a secrecdo de adiponectina (FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

3.3.1.5 Interleucina-10 (IL-10)

A IL-10 tem funcdo predominantemente anti-inflamatéria e moduladora na
resposta inflamatoria. Sua atividade biologica é mediada através de seu receptor de
membrana (IL-10R), o qual pertence ao subgrupo de receptores similares ao INF, da
familia dos receptores de citocinas classe II(MOORE et al., 2001). Dessa forma, a IL-10
pode inibir a producdo de varias citocinas, tais como TNF-a, IL-1B e IL-6, em uma
variedade de tipos celulares, além de se auto modular (MOORE et al., 2001). Seu poder
anti-inflamatorio é mais evidente nas doencas inflamatorias crénicas, principalmente
naquelas em que o TNF-a atua de maneira significativa (BOLGER et al., 2002; DENYS
et al., 2002; KAUR et al., 2006).

Recentemente, a IL-10 foi apontada como potencial indutora de efeitos
metabdlicos no organismo humano (STRACZKOWSKI et al., 2005). Essa citocina, tem
sido inversamente associada com o IMC, percentual de gordura corporal e glicemia de
jejum (BLUHER et al., 2005). Baixas concentragOes de IL-10, mostraram-se associadas

tanto com sindrome metabdlica quanto com DM2, no entanto, apesar de a IL-10 estar
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associada com sensibilidade & insulina, seus mecanismos de acdo permanecem
desconhecidos (CHARLES etal., 2011).

Em situacbes de hiperinsulinemia, quadro frequentemente observado em
individuos obesos, ha prejuizo na producdo de IL-10 e aumento na producdo de IFN-vy,
favorecendo o estado pré-inflamatério (HAN et al., 2014). No TA, 1L-10 promove seu
efeito por meio da ligacdo com o seu receptor e por ativacdo das vias JAK/STAT que
regulam a secrecdo de citocinas (TURNER et al., 2010; XIE et al., 2014).

3.3.1.6 Fator de necrose tumoral (TNF)

O fator de necrose tumoral (TNF) da superfamilia (TNFSF) e o receptor de TNF
(TNFR) da superfamilia (TNFRSF) formam um sistema amplamente distribuidos em
diferentes tipos de células e tecidos. Coletivamente eles desempenham papéis criticos em
varios aspectos da biologia de mamiferos, incluindo o desenvolvimento embrionario,
imunidade inata e adaptativa, e manutencdo da homeostase celular (WU; HYMOWITZ,
2009).

Essa citocina é caracterizada como pré-inflamatoria e produzida essencialmente
por mondcitos e macrdfagos desempenhando um papel central em doencas auto-imunes
e inflamatorias. A expressdo de TNF é aumentada no TA de animas obesos e com DM2
(HOTAMISLIGIL; SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993). Foi observado que, em modelos
experimentais obesos, 0 bloqueio da sinalizacdo do TNF-a conduz a uma melhoria na
sensibilidade a insulina no tecido muscular e adiposo (UYSAL et al.,, 1997). O TNF-a
atua diminuindo a fosforilacdo do receptor de insulina IRS1 tanto no tecido muscular
quanto no TA, promovendo RI e demonstrando a a¢do do TNF-a como uma citocina pro-
inflamatoria que tem um papel central na RI relacionada com a obesidade (OUCHI et al.,
2011).

As concentracdes de TNF-a sdo aumentadas no tecido e no plasma de individuos
obesos, e a reducdo no peso corporal destes individuos foi acompanhada da diminuicdo
da expressdo desta citocina (KERN et al, 1995; ZICCARDI, 2002). No sangue, as
concentracfes de TNF-o também se correlacionaram positivamente com marcadores de
Rl em um estudo de coorte (HIVERT et al., 2008).

O TNF-a ativa fator nuclear kB (NF-k B), o que resulta no aumento da expressao
de moléculas de adesdo na superficie de células endoteliais e células do misculo liso
vascular, resultando em um estado inflamatério no TA, disfuncdo endotelial e aterogénese
(LASTRA; MANRIQUE; HAYDEN, 2006).

17



Fator de necrose tumoral-B (TNF-), hoje denominado como linfotoxina-o (LTa),
é um homologo proximo de TNF-a. Ambas as citocinas sdo reconhecidos pelos mesmos
receptores de TNF amplamente distribuidos na superficie celular, isto é, o TNFR1 e
TNFR2 e como consequéncia, muitos dos seus efeitos sdo similares (LADDHA et al.,
2013). O TNF-pB contribui para o ganho de peso corporal e adiposidade, alem de ser
necessario para modular a acumulacdo de células imunitariass no TA (PAMIR et al.,
2012).

3.3.1.7 Interferon- y (IFN-y)

O IFN-y é um produto primario de células T e células NK, regulam o fenotipo dos
macrofagos e participam do desenvolvimento de doencas metabolicas (O’ROURKE et
al, 2012). Esta citocina é secretada por celulas Thl, induz a ativacdo de macrofagos,
moléculas de adesdo leucocitaria, quimiocinas, MHCII e aumenta a capacidade de
apresentacdo de antigenos por macréfagos de células endoteliais (ROCHA et al., 2008).
Estudos mostram que o IFN-y regula a expressdo de TNF-a e IL-10 de maneira reciproca
no TA de ratos, aumentando 0 TNF-a e inbindo a expressdo de IL-10, acdo consistente
com seu efeito pré-inflamatorio (O’ROURKE et al., 2012).

Dietas ricas em gordura estimulam a secrecdo de IFN-yno TA de ratos selvagens.
Um estudo mostrou que, animais obesos deficientes em IFN-y alimentados com uma dieta
alta em gordura, apresentaram menor densidade de células inflamatérias no TA, e uma
melhor tolerdncia a glicose quando comparados a animais controle sob a mesma dieta
(CALDERON et al., 2008). Também tem sido observada a capacidade do IFN-y de
induzir inflamacdo e estresse oxidativo, sendo apontado como causa da disfuncédo
endotelial no DM2 (ROCHA et al, 2008). Ainda, ratos obesos deficientes em IFN-y
tiveram significativamente menor expressao de genes inflamatérios no TA, tais como
TNF-a.e MCP-1 e uma melhor tolerdncia a glicose do que os ratos obesos controle, ambos
sob a mesma dieta (ROCHA et al., 2008).

Vérios estudos demonstraram que 0 IFN-y inicia mais cedo 0 acUmulo de
linfocitos T e B no TA humano e ativa o recrutamento de macréfagos locais e a sua
diferenciacdo em macrofagos M1 (DUFFAUT et al, 2009b). Nos seres humanos,
O'Rourke et al. 2012 mostraram que o TA visceral proveniente de individuos obesos
apresentam niveis elevados de IFN-ye uma elevada quantidade de macrofagos, e células

NK em relagdo ao TA subcutaneo (GHIGLIOTTI et al., 2014; O’'ROURKE et al., 2012).

18



3.4 Amendoim

Apesar de o amendoim ser uma leguminosa ele compartilna propriedades
nutricionais similares as oleaginosas ou nuts (BARBOUR et al., 2015). Amendoins s&o
uma excelente fonte de proteinas - aproximadamente 25% da energia e fibra alimentar
fornecendo, cerca de 5% a 10% da necessidade diaria em uma porcdo de 30g, com
potenciais benéficos na saciedade e controle de peso (BARBOUR et al., 2014; ALVES
et al., 2014b). Outros nutrientes bioativos do amendoim incluem vitamina E, polifendis,
potassio, calcio, magnésio, tocoferdis e os fitoquimicos fitoesterdis, compostos fendlicos,
resveratrol e arginina com efeito sobre a regulagdo da glicose, inflamagdo e estresse
oxidativo (BARBOUR et al, 2015; KENDALL et al, 2010; SINGH; DEVARAJ;
JIALAL, 2005).

O 4cido graxo oleico, presente em grande quantidade no amendoim,
especialmente no cultivar alto-oleico, reduz o grau de peroxidacdo lipidica durante o
armazenamento por ser menos susceptivel a oxidacdo (TALCOTT et al, 2005). Uma
variedade rica em acido graxo oleico contribui para melhoria das propriedades sensoriais
e preservacdo da capacidade funcional relacionada a atividade antioxidante do amendoim
(BARBOUR etal., 2015; TALCOTT etal.,, 2005). O cultivar IAC-505, desenvolvido pelo
Instituto Agronbmico de Campinas apresenta 79% de acido graxo oleico em proporcéao
aos lipidios totais enquanto que o cultivar convencional tipo runner, IAC-886, contém
cerca de 47% (Tabela 1). Amendoins do cultivar alto-oleico também tem demostrado
capacidade de reduzir lipidios sanguineos (DERBYSHIRE, 2014).

Apesar de ser um alimento com alta densidade caldrica, em média 5,9 kcallg, e
conter elevado teor de lipidios o amendoim apresenta beneficios a saude. Tais beneficios
estdo relacionados ao seu elevado conteido de acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados (AGPI) e de compostos com atividade antioxidante e antiaterogénica
(MAGUIRE et al, 2004). Segundo alguns estudos epidemiologicos, a ingestdo de
oleaginosas, entre elas o amendoim, encontram-se associadas a menor risco
cardiovascular (KRIS-ETHERTON et al., 2008).

Um estudo experimental com ratos obesos ndo insulino-dependentes, mostrou que
0 Oleo de amendoim alto oleico possui propriedades anti-inflamatorias e anti-diabéticas e
age de forma semelhante a outros AGMI impedindo que o TNF-a cause resisténcia a
insulina, além disso, foi observado aumento na producédo de insulina, melhora nos niveis

de glicose no sangue e reducdo de marcadores inflamatérios (VASSILIOU etal., 2009).
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Tabela 1. Percentual de acidos graxos em relacdo ao total de acidos graxos em amendoim convencional

e amendoim alto oleico.

. Amendoim convencional Amendoim alto oleico
Acidos graxos

(IAC 886) (IAC 505)
Acido laurico (C12:0) - -
Acido palmitico (C16:0) 8,78 5,23
Acido heptadecanoico (C17:0) 0,46 0,18
Acido esteérico (18:0) 2,14 2,08
Acido elaidico (C18:1n9t) - -
Acido oleico (C18:1n9) 50,96 81,47
Acido linilelaidico (C18:2n6t) - -
Acido linoleico (C18:2n6) 31,93 3,87
Acido araquiddnico (C20:0) 0,82 1,19
Acido gama-linolénico (18:3n6) - -
Acido eicosanoico (C20:1n9) 0,82 1,45
Acido alfa-linolenico (C18:3n3) 0,28 0,44
Acido beénico (C22:0) 2,59 2,68
Acido ertcico (C22:1n9) - 0,17
Acido lignocérico 1,46 1,65
Total AGS 16,25 13,01
Total MUFA 51,78 83,01
Total PUFA 32,21 4,30
Total trans - -

Fonte: Adaptadode Alves et al., 2014.

O consumo de amendoim convencional por ratos diabéticos durante 12 semanas,
mostrou melhora do estado antioxidante por aumentar as concentracdes plasmaticas de
glutationa (GSH) (EMEKLI-ALTURFAN; KASIKCI; YARAT, 2008). Alm da
capacidade de modular antioxidantes endogenos, também tem sido observado diminuigcao
da peroxidacdo lipidica em estudos com modelos animais (EMEKLI-ALTURFAN;
KASIKCI; YARAT, 2007).

Em comparagdo com o amendoim convencional o alto oleico mostrou-se mais
eficiente sobre o estado inflamatorio de homens com excesso de peso, promovendo uma
reducdo mais eficaz nas concentracbes plasmaticas de TNF-o (ALVES et al., 2014b).
Ainda, foi demonstrado recentemente que a administracdo de amendoim alto-oleico por
12 semanas ndo promoveu melhoras nos marcadores cardiometabdlicos de individuos
eutroficos, entretanto, apesar da energia adicional, o ganho de peso foi menor que o
esperado (BARBOUR et al., 2015). Contudo, estudos dessa natureza, principalmente
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utilizando marcadores inflamatérios mais sensiveis, ainda sdo escassos na literatura, bem
como estudos que avaliem, especificamente, 0 amendoim e seu efeito sobre a capacidade

antioxidante.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo utilizou amostras biologicas de 64 individuos que participaram
do projeto intitulado “Efeito do consumo de amendoim na composi¢do corporal,
metabolismo energético, apetite, marcadores inflamatorios e do estresse oxidativo e na
microbiota e na permeabilidade intestinal em obesos”, aprovado pelo Comité de Etica na
Pesquisa com Seres Humanos da UFV (Of. Ref. N° 185/2011) (ANEXO 1). A seguir esta
descrito a forma de recrutamento dos voluntérios, delineamento experimental,
intervencdo nutricional, e avaliacbes e mensuracdes realizadas no projeto que originou o
BIOBANCO.

4.1 Delineamento experimental

Tratou-se de um estudo clinico cego-simples, prospectivo, controlado com 72
voluntarios distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais paralelos (24 por
grupo): amendoim convencional, amendoim rico em acido graxo oleico e controle (sem
amendoim). Os voluntarios dos grupos com consumo de amendoim ingeriram
diariamente 56 g de amendoim torrado, com pele, por quatro semanas consecutivas,
enquanto os voluntarios do grupo controle ndo consumiram amendoim. A todos 0s
voluntarios foi prescrita uma dieta hipocal6rica, equilibrada em macronutrientes e isenta
de qualquer outra oleaginosa. Dados de antropometria, composicdo corporal, ingestao
alimentar, além de amostras de sangue, foram coletados ao inicio e ao final da
intervencdo. Adicionalmente, peso corporal foi avaliado ao final da segunda semana e a

gestdo alimentar foi avaliada em outros dois momentos, nas semanas 2 e 4 (Figura 1).
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FIGURA 1: Delineamento experimental do estudo. TFEQ: Three factor eating questionnaire; DEXA:
Dual-energy X-ray absortiometry; IPAQ: International physical activity questionnaire. Adaptado de Alves
et al., 2014b.

4.2.1 Voluntérios
Os voluntarios para o estudo foram recrutados na comunidade local por meio de

anuncios, panfletos e cartazes. Durante a selecdo inicial os voluntarios foram submetidos
a uma triagem que consistiu na realizacdo de uma avaliagdo nutricional, preenchimento
de um questionario de selecdo (ANEXO 2) e determinagdo da glicemia, colesterolemia e
trigliceridemia capilar. Foram considerados 0s seguintes critérios para a incluséo no
estudo:

- Homens com idade entre 18 e 50 anos;

- Indice de massa corporal (IMC) entre 26 e 34.9 kg/n?;

- Perimetro da cintura > 90 cm;

- Auséncia de doengas cronicas e agudas bem como de desordens e alergias
alimentares;

- Glicemia capilar < 126 mg/dL;

- Colesterol capilar < 240 mg/dL;

- Triglicerideo capilar < 150 mg/dL;
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- Ndo fazer uso regular de medicamentos antiinflamatorios, corticoides, antibidticos
ou que afetem o apetite e/ou 0 metabolismo energético, lipidico e da glicose;

- N&o apresentar episodios infecciosos ou alérgicos no Gltimo més;

- N&o estar em dietas para perda de peso;

- Apresentar peso estavel nos ultimos 3 meses (flutuagdo de até 5 kg);

- N&o apresentar aversdo ou alergia ao amendoim;

- Nao apresentar ingestdo de alcool superior a 21 unidades (=168g) por semana;

- Nao ser fumante.

Aqueles que atenderam aos critérios de inclusdo foram novamente informados a
respeito dos objetivos, beneficios e incdmodos do estudo e foram admitidos apos
assinarem o termo de consentimento livre esclarecido - TCLE (ANEXO 3). O voluntario
foi informado de que poderia abandonar o estudo em qualquer momento, caso desejasse

ou se apresentasse qualquer efeito adverso ao consumo de amendoim.

4.2.2 Intervencdo Nutricional

A todos os voluntarios foi prescrita uma dieta a ser seguida durante as quatro
semanas do estudo. Esta dieta foi individualizada de acordo com a necessidade energética
diaria de cada individuo calculada a partir do produto entre o fator de atividade fisica
(FAF) e o gasto energético de repouso (GER) mensurado por calorimetria indireta de
acordo com o protocolo descrito por Alves et al. (2014) (ALVES et al., 2014a). Foram
utilizados os fatores de atividade fisica recomendados pela Organizacdo Mundial de
Saude (FAO, 2001). Os valores de FAF aplicados variaram de 1,4 a 1,7 dependendo da
classificacdo do nivel de atividade fisica de cada individuo. Para determinar o nivel de
atividade fisica de cada voluntario, foi solicitado o preenchimento do questionario
internacional de atividade fisica — IPAQ (International Physical activity Questionnaire)
(ver sesséo 4.4.6) (ANEXO 4).

As dietas apresentaram uma restricdo calorica didria de 250 kcal, suficiente para
promover a perda de peso de 1 kg/més. A distribuicdo de macronutrientes em relacdo ao
valor caldrico total do dia foi igual para todos os grupos experimentais e permaneceu
dentro da faixa aceitavel segundo - Acceptable Macronutrient Distribuition Range —
AMDR (BOARD, 1998). Os carboidratos, proteinas e lipidios contribuiram com 55%,

15% e 30% das calorias, respectivamente.
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A dieta prescrita aos voluntarios foi composta por um plano alimentar
acompanhado por uma lista de alimentos distribuidos nas refeicbes com suas respectivas
quantidades em medidas caseiras e em peso/volume, além de equivalentes em porcGes de
grupos alimentares. Considerando que se tratou de um estudo em condicGes de vida livre,
a cada voluntario foi entregue uma lista de substituicdo de alimentos, dividida em grupos
alimentares e com tamanhos de por¢des em medidas caseiras. Esta lista de substituices
foi elaborada com base nas recomendacbes do guia alimentar brasileiro proposto pelo
Ministério da Saude do Brasil (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2006). As dietas
foram elaboradas com o auxilio do software DietPro versdo 5.5i e as prescricdes
alimentares e as orientacfes quanto a substituicdo de alimentos foram realizadas por uma
mesma nutricionista.

Além da dieta, os voluntarios dos grupos amendoim convencional e amendoim
rico em &cido graxo oleico receberam semanalmente sete pacotes, cada um contendo 56
g de amendoim torrado com pele. Estes voluntarios ingeriram diariamente um pacote de
amendoim em horério livre, sendo solicitados que anotassem em um formulario o horério
em que o amendoim era consumido em cada dia. Os voluntarios também eram orientados
a ndo fracionar o consumo de amendoim ao longo do dia. As calorias fornecidas pela
porcao de amendoim consumida diariamente estavam incluidas no valor cal6rico total da
dieta calculada. Os voluntarios do grupo controle ndo recebiam amendoim, porém,
seguiam sua alimentacdo habitual e as orientagdes de restricdo calorica durante o estudo.
Foi solicitado aos voluntarios de todos 0s grupos que evitassem o consumo de qualquer
outra oleaginosa durante o periodo de estudo. O seguimento da dieta experimental foi
avaliado por registros alimentares preenchidos nas semanas 2 e 4.
A adesdo ao protocolo foi avaliada pela checagem do IPAQ, e pela andlise dos

registros alimentares.

4.2.3 Alimentos e refeicéo teste

4.2.3.1 Amendoim

Os alimentos testados foram dois tipos de amendoim torrado com pele:
Convencional (cultivar 1AC-886) e amendoim rico em &cido graxo oleico (cultivar IAC-
505). Em etapa prévia ao inicio do estudo, o amendoim convencional 1AC-886 foi doado
pelo Instituto Agrondmico de Campinas e o amendoim rico em &cido graxo oleico IAC-

505 foi doado pela empresa CAP Agroindustrial (S&o Paulo, Brasil). Todo o amendoim
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recebido foi selecionado manualmente para eliminacdo de grdos defeituosos e/ou
danificados. Posteriormente, o amendoim foi preparado de acordo com o protocolo
estabelecido por Alves etal. (2014a) (ALVES etal., 2014a).

Amostras dos lotes de amendoim foram analisadas quanto ao teor de aflatoxina.
A determinagdo de aflatoxinas nos amendoins torrados foi realizada pela Fundacéo
Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG). Para tal, foi utilizada a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, seguindo os protocolos de Stroka et al. 200
(STROKA, ANKLAM et al., 2000) e Trucksess et al. 1991 (TRUCKSESS, STACK et
al., 1991) Foram utilizadas colunas de imunoafinidade (Aflatest®, Vicam) para
purificacdo das amostras e a quantificacdo da toxina foi realizada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia e derivatizacdo pds-coluna com
célula eletroguimica Kobra Cell®. Nao foram detectadas aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2)

nas amostras de amendoins.

4.2.3.2 Refeicéo teste

No dia inicial e final do estudo osvoluntarios consumiram uma refeicdo teste para
a analise de parametros pos-prandiais. A refeicdo teste fornecia 25% das calorias da dieta
prescrita ao voluntario, considerando que ela substituiu o desjejum e a colagdo do dia. O
volume e a distribuicdo de macronutrientes foram as mesmas para todos 0S grupos
experimentais, sendo que os carboidratos, proteinas e lipidios forneceram,
respectivamente, 35, 16 e 49% das calorias da refeicdo teste. Esta consistiu em um Milk-
shake sabor morango associado a 56g de amendoim para 0S grupos experimentais com
consumo de amendoim ou um biscoito para o grupo controle. A porcdo de biscoito
fornecida ao grupo controle apresentou o mesmo peso, valor calérico e composicdo de
macronutrientes e fiora dos 56 g de amendoim oferecidos aos outros grupos
experimentais.

Milk-shake: Para o preparo do Milk-Shake, foram utilizados os seguintes
ingredientes: agua, gelo, leite em pé integral, whey protein (90% de pureza Bem Vital®),
6leo de soja e pd instantaneo sabor morango para preparo de bebidas lacteas Nesquik®.
A guantidade dos ingredientes a ser adicionada no Milk-shake dependia do valor calérico
total da refeicdo, uma vez que este era proporcional a necessidade energética, e que a
quantidade de amendoim/biscoito fornecida era fixa para todos os voluntarios. A
quantidade de lipidios do Milk-shake era suficiente para completar a quantidade de

lipidios da refeicdo teste considerando que 49% das calorias da refeicdo, ja incluindo o
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amendoimv/biscoito, eram provenientes dos lipidios. Para maior padronizacdo, as fontes
de lipidios do Milk-shake foram exclusivamente o leite em p6 e o Oleo de soja, havendo
uma propor¢do de 1:1 no total de lipidios proveniente de cada fonte. Em seguida, a
quantidade de whey protein (Bem Vital®) a ser adicionada ao Milk-shake foi suficiente
para completar a quantidade de proteina da refeicdo teste, considerando que 16% das
calorias da refeicdo, ja incluindo o amendoim/biscoito, eram provenientes das proteinas.
A guantidade de Nesquik® a ser adicionada ao Milk-shake foi suficiente para completar
a quantidade de carboidrato da refeicdo teste considerando que 35% das calorias da
refeicdo, ja incluindo o amendoim/biscoito, eram provenientes de carboidratos. Para
padronizar o volume de liquido servido, além do Milk-shake, era servida agua a parte para
completar um volume final de 500mL.

Biscoito: O biscoito servido ao grupo controle, em substituicdo ao amendoim, foi
preparado no dia anterior ao consumo, uma porcdo por ez, utilizando sempre
ingredientes da mesma marca, segundo Alves et al, 2014a (ALVES et al., 2014a).
Brevemente, o biscoito tinha como ingredientes: 0,30 g de fermento quimico em po, 0,79
de sal refinado iodado, 1,2g de farelo de trigo, 1,5 g de semente de gergelim crua, 1,6 ¢
do médulo de fibras (Bem Vital®), 11,6 g de farinha de trigo integral, 13,7 g do modulo
de whey protein (Bem Vital®), 9,6 g de margarina tradicional com sal, 8,6 g de gordura
vegetal hidrogenada, 30 g de ovo de galinha homogeneizado (clara e gema) e 7,179 de
Oleo de soja. Os ingredientes secos foram adicionados aos Umidos e a massa porcionada
usando o medidor padrdo com capacidade de 1/3 de colher de sopa. Em seguida, 0s
biscoitos foram assados por 15 minutos a 180°C. Apés assados, 0s biscoitos foram
resfriados em temperatura ambiente, porcionados e devidamente armazenados até o
momento do consumo.

4.2.4 Avaliacdo da ingestao alimentar

Durante a triagem, o0s voluntarios receberam instrucdes verbais e escritas
(ANEXO 5) para o preenchimento de um registro alimentar (ANEXO 6), que foi
preenchido durante trés dias ndo consecutivos, sendo um deles preenchido no final de
semana anterior ao inicio do estudo. O consumo alimentar durante as semanas 2 e 4 do
estudo também foi avaliado por meio de um registro alimentar de trés dias néo
consecutivos. O voluntario também preencheu um registro alimentar no dia inicial e final.

Foram avaliadas calorias totais ingeridas, assim como a distribuicdo calorica, obtendo-se
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as porcentagens de cada macronutriente, quais sejam carboidratos, lipidios e proteinas e
micronutrientes utilizando o programa de analises de dietas DietPro® (versdo 5.5i). Todos
os registros alimentares foram analisados por uma mesma pessoa com a finalidade de uma

melhor padronizacao.

4.2.5. Avaliagdo antropométrica

Os individuos foram pesados utilizando balanca eletrbnica microdigital,
capacidade de 150 kg e precisdo de 100 g (Tanita ®), vestindo apenas roupa intima. A
altura foi determinada utilizando-se um antropdmetro vertical milimetrado, com extensdo
de 2,2 me escala de 0,5 cm. Em ambas as situagdes os individuos encontravam-se de pé,
em posicdo firme, com os bracos relaxados e cabeca no plano horizontal.

O perimetro da cintura foi aferido com o individuo em pé, usando uma fita métrica
flexivel e inelastica durante a expiracdo normal, sendo esta aferida no ponto medio entre
a margem inferior das costelas e a borda da crista iliaca (IDF, 2005). Medidas do
perimetro da cintura >90 cm foram adotadas para a classificacdo da obesidade abdominal
(IDF, 2005). O perimetro do quadril foi aferido na maior proeminéncia do mesmo também
com o individuo de pé. O diametro abdominal sagital (DAS), que compreende a distancia
entre as costas e o abdomen, foi aferido com o auxilio de um compasso abdominal
(Holtain, Ltd.; Dyfed, Wales, UK), de escala de 0-38 cm e precisdo de 1 mm, com o
individuo em posicdo supina no mesmo ponto anatdmico em que o perimetro da cintura
foi aferido (VASQUES et al, 2009). A composi¢cdo corporal foi avaliada por meio da
técnica de DEXA (Dual-energy X-ray Absortiometry) com tecnologia fan-beam (Lunar
Prodigy Advance DXA System, versdo 13,31, GE Lunar), seguindo o protocolo

recomendado pelo fabricante.

4.2.6 Avaliacdo bioquimica

Durante o recrutamento, glicemia, triglicerideos e colesterol total dos voluntarios
foram avaliados por puncdo digital, utilizando o aparelho Accu-Check® InstantPlus®.

Ao inicio e ao final do estudo foram realizadas coletas de sangue em jejum, 1,2 e
3 horas apds a ingestdo da refeicdo teste. Para a coleta de sangue, um técnico em
enfermagem posicionou um cateter do tipo jelco na veia antecubital. Com a finalidade de

manter 0 acesso, apds cada coleta foi injetado 2 mL de solucdo estéril de cloreto de sddio
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a 0.9%, de modo a lavar a via e evitar seu entupimento. No momento da coleta, foram
aspirados e descartados 3 mL de soro fisiologico misturado ao sangue. Em jejum foram
coletados 16 mL de sangue e em cada coleta pds-prandial, 8 mL de sangue foram
coletados. Em cada coleta, metade do sangue foi imediatamente adicionado a tubos para
sorologia e a outra metade a tubos contendo EDTA para obtencdo de plasma, buffy coat
e eritrocitos. Os tubos permaneceram em repouso por 20 minutos a 4°C e em seguida
foram centrifugados a 2.200 x g por 15 minutos a 4 °C. Apds a retirada do plasma e buffy
coat dos tubos contendo EDTA, uma lavagem dos eritrocitos foi realizada adicionando -
se solucdo de cloreto de sodio a 0.9% ao tubo seguido de uma centrifugacdo a 1500 x g
por 10 minutos a 4 °C. O material coletado foi aliquotado em microtubos e armazenado
em ultra-freezer (Thermo Scientific/Forma 900 Series®) a -80° C para posteriores
analises.

Parte das determinacbes foram realizadas em auto-analisador (Mindray / BS-200®
Chemistry Analyzer) seguindo a metodologia dos Kits comerciais (Quibasa - Quimica
Bésica). Foram avaliadas, por teste colorimétrico enzimatico, as concentracbes séricas de
glicose, triglicerideos, colesterol total, lipoproteina de alta densidade - colesterol (High
Density Lipoprotein- cholesterol - HDL-c), lipoproteinas de baixa densidade — colesterol
(Low Density Lipoprotein-cholesterol - LDL-c e &cido Urico, e por método Biureto, as
proteinas totais séricas. A concentracdo da lipoproteina de muito baixa densidade —
colesterol (Very Low Density Lipoprotein-cholesterol - VLDL-c) foram calculadas pela
formula proposta por Friedwald etal. (1972) (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON,
1972). Os indices aterogénicos, colesterol totallHDL-c e LDL-c:HDL-c foram calculados.

A determinacdo das concentracfes séricas de insulina foi realizada utilizando
imunoensaio de eletroquimioluminescencia (electrochemiluminescence immunoassay -
ECLIA em laboratorio terceirizado. Para determinar o grau de resisténcia insulinica foi
calculado o indice Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR)(MATTHEWS et al.,

1985), conforme indicado a sequir:

HOMA-IR = insulinemia de jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)

22.5

Por meio da técnica de imunoturbidimetria e em auto-analisador (Mindray / BS-
200® Chemistry Analyzer), a concentracdo sérica de proteina C reativa ultra sensivel

(PCR-us) foi determinada utilizando kit comercial especifico (Quibasa -Quimica Basica).
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foi adotado como ponto de referéncia para PCR-us os valores de <1,0; 1,0-3,0 e > 3,0
mg/L para baixo, médio e alto risco para DCV, respectivamente. Foram excluidos das
anélises os dados de PCR-us superiores a 10 mg/dL, valor este indicativo de inflhmag&o
aguda (PEARSON et al., 2003).

4.3 Analises realizadas a partir do BIOBANCO.

4.3.1 Marcadores inflamatorios:

A concentragdo das citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-y e TNF)
plasmaticas foi mensurada por meio da técnica de citometria de fluxo com o Citometro
BD FACSort, utilizado o kit Human citokine Th1/Th2/Thl17 CBA Kit (BD Biosciences,
EUA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O ensaio CBA permite um método
de captura de analitos soliveis ou de um conjunto de analitos por meio de beads de
conhecidos tamanhos e fluorescéncias, e em seguida, a fluorescéncia € mensurada
utilizando citometria de fluxo. Os dados obtidos foram analisados utilizando software

FCAP matriz ™ e os valorores expessos em pg/mL.

4.3.2 Marcadores de estresse oxidativo

Superdxido dismutase (SOD): Amostras de plasma foram utilizadas para determinar a

atividade enzimatica da Superdxido dismutase, em triplicata. O método baseia-se na
capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do superéxido (O2-) em perdxido de
hidrogénio  (H202) diminuindo assim a razio de auto-oxidagdo do pirogalol
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). Para a determinagdo da atividade enzimatica,
foram adicionados em microplacas 30 pL de plasma, seguido da adigdo de 99 uL de
tampdo fosfato (50 mM), 6 uL de MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) e 15 puL de pirogalol. Em seguida, a placa foi incubada por Sminutos em
estufa a 37°C. Apo6s o periodo de incubagdo, a reagdo foi paralisada pela adigdo de 150
uL de DMSO (Dimetilsulfoxido ou Sulfdxido de dimetilo). A leitura da placa foi realizada
em leitor de Elisa (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) a 570nm e 0s valores
expressos em U de SOD/L de plasma.

Glutationa _S-tranferase (GST): A atividade da enzima glutationa S-tranferase foi

mensurada em triplicata a partir da formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno
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e estimada pela variagdo da absorbancia a 340 nm por 60s. Brevemente, foram
adicionados em uma cubeta 970 pl de tampdo fosfato (0,1 M; pH 7,0), 10 Wl de CNDB
(0,1 M diluido em etanol 80%), 10 yL de solucdo fresca de GSH (0,1 M diluido em
tampdo fosfato a 0,1M, pH 7,0) e 10 L de plasma, em seguida, foram realizadas leituras
nos tempos, 0, 30, 60 e 90 segundos. A formagdo do conjugado ocorre espontaneamente
no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) em reacdo ndo enzimatica, sendo
acelerada pela atividade das enzimas GST. Uma unidade (U) de GST equivale a
guantidade de enzima que forma 1mol do conjugado glutationa-2,4- dinitrobenzeno por
minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB 340 = 9.6 mM-1 cm-1 foi utilizado
para os célculos (HABIG; PABST; JAKOBY, 1974). A atividade da GST foi expressa
em pmol mint gt

Malondialdeido (MDA): A dosagem do MDA plasméatico foi realizada em duplicata. O

método baseia-se na dosagem das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Foi
utilizado o método descrito por Buege e Aust, (1975) com modificacbes (BUEGE; AUST,
1975). A solucdo TBARS foi preparada a partir da mistura em igual proporcao de acido
tricloroacético 15%, acido tiobarbiturico 0.375%, e HCL 0.25 N. Em seguida, 200 pL de
solugdo TBARS foi adicionada a 100 pL de plasma, agitado em vortex por
aproximadamente 10 segundos e levado ao banho maria por 40 minutos a uma
temperatura entre 80°¢ 90°C. Apds retirada do banho maria, as amostras foram resfriadas
em bando de gelo por 5 minutos. Depois de resfriadas, foram adicionados 300 pL de N-
butanol e a mistura agitada em vortex por £ 1 minuto. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 4°C por 8 min a 2500 rpm e 200 pL do sobrenadante foi utilizado para
determinar a quantidade de MDA na amostra. As leituras foram realizadas em aparelho
de ELISA (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) a 535 nm. A concentracdo
de MDA na mostra foi determina a partir da curva padrdo utilizando o TMPO (1,1,3,3-
Tetrametoxipropano) como padréo, os pontos da curva variaram de 0-8 uM/L. Os valores

finais foram expressos em pmol/L.

Oxido Nitrico: O método baseia-se na detecgio do nitrito usado como indicador da sintese
de Oxido Nitrico (ON) pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de sulfanilamida e 0.1
% naftil-etileno-diamina em 2,5 % H3PO4 (GRISHAM; JOHNSON; LANCASTER,
1996). Desta forma, foram adicionados 50 pL de plasma em microplacas com igual

volume do reativo de Griess e incubado a temperatura ambiente por 15 min, em seguida
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foi realizada a leitura a 540nm em aparelho de ELISA (Multiskan™ GO Microplate
Spectrophotometer). As analises de ON foram realizadas em duplicata. A concentragao
do déxido nitrico das amostras foi determinada utilizando curva padrdo com concentraces
conhecidas de nitrito de sodio que variaram de 0-125uM. Os valores finais foram

expressos em pmol/L.

4.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio do programa SPSS (versdo
22.0). Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo, porém, o APENDICE
1 traz os dados apresentados em média * desvio padrdo quando com distribuicdo normal
e mediana e intervalo interquartil quando ndo paramétricos. A normalidade das variaveis
foi calculada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. As variaveis e seus percentuais de
mudanca {% de mudanca= [(Final — inicial)/inicial]*100}, foram comparados entre 0s
grupos por meio dos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos respectivamente pelos
testes post hoc de Tukey’s ou Dunn’s. Dentro de cada grupo, as diferengas apds a
interven¢do (A= Final — inicial) foram calculadas pelos testes de Wilcoxon ou Teste t
pareado. O critério adotado para a significancia estatistica foi p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARTIGO 01: O consumo de amendoim alto oleico pode incrementar o impacto

da perda de pesosobre marcadores inflamatérios emhomens com excesso de peso

Resumo

Introducdo: Recentemente, o consumo de alimentos fonte de &cidos graxos
monoinsaturados foram associados a melhora dos marcadores inflamatorios em
individuos com excesso de peso. Objetivo: avaliar o efeito do consumo diario de
amendoim alto oleico, comparado ao amendoim convencional, ambos associados a uma
dieta hipocaldrica, sobre citocinas produzidas por células Thl, TH2 e TH17 em homens
com excesso de peso. Métodos: Trata-se de um estudo clinico, simples-cego,
randomizado e controlado, com 4 semanas de duracdo, no qual homens com excesso de
peso (IMC de 26-35 Kg/n?) foram distribuidos em trés grupos: amendoim alto oleico
(AO, n=21), amendoim convencional (AC, n=21) e controle (CT, n=22), e seguiam uma
dieta hipocalérica com ou sem 56g de amendoim de alto oleico ou convencional. Foi
avaliado o impacto do consumo de amendoim sobre citocinas Thl, TH2 e TH17,
composicdo corporal e marcadores metabolicos. Resultados: o grupo AO apresentou
reducdo nas concentracbes de TNF (p<0,05) e IL-4 (p<0,05), enquanto no grupo CT
houve aumento na concentracdo de IL-17 (p<0,05) e redugdo de 59,1% na concentracdo
de IL-10 (p>0,05). Os marcadores metabolicos ndo apresentaram diferencas entre 0s
grupos apdés o periodo de intervencdo. As concentracfes de Insulina, PCRus e o indice
HORAIrR reduziram apenas nos grupos que consumiram amendoim (p>0,05). A
concentracdo de HDL-c reduziu em todos os grupos (p<0,05), e a de triacilglicerdis
apenas nos grupos que consumiram amendoim (p<0,05), em contrapartida, o colesterol
total reduziu apenas no CT (p<0,05). VLDL e LDL-c ndo apresentaram alteraces apos a
intervencdo. Peso, indice de massa corporal e perimetro da cintura reduziram em todos
0s grupos (p<0,05). A reducdo da gordura total foi significante no grupo AO e a perda de
massa magra troncular foi maior no grupo CT. Conclusdo: o consumo de amendoim alto
oleico parece potencializar os efeitos da perda de peso sobre o estado inflamatdrio,
enquanto o amendoim convencional apresentou-se neutro. AlEm disso, 0 consumo de
amendoim alto oleico também sugere melhora na sensibilidade a insulina e composi¢cdo

corporal.
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Palavras-chave: Amendoim alto oleico, células Tnl, células TH2 e células TH17,

inflamacédo, obesidade.

ABSTRACT

Introduction: Proinfllmmatory status caused by excess body fat is linked to the
progression of metabolic dysfunction in obesity. Recently, the consumption of food
sources of monounsaturated fatty acids has been associated with inflammatory markers
improvement in overweight individuals. Objective: To evaluate the effect of high oleic
peanut daily intake, compared to conventional peanut on inflammatory cytokines
produced by cells Tnl1, T2 and TH17 in overweight and obese men. Methods: In a 4-
week randomized clinical trial, overweight and obese men were assigned to the groups:
control (CT, n=22), conventional peanuts (CP, n=21) or high-oleic peanuts (HO, n=21).
They followed a hypocaloric diet with or without 56 g/day of conventional or high-oleic
peanuts. It was evaluated the impact of peanut intake on cytokines produced by cells TH1,
Th2 and Tw17, body composition and metabolic markers. Results: HO group showed
reduction on TNF levels (p<0.05) and IL-4 levels (p<0.05), while in the CT group there
was increase in the IL-17 level (p<0.05) and reduction of 59.1% in IL-10 level (p> 0.05).
Metabolic markers did not differ between groups after intervention. Only the peanut
intake groups had modest reduction on insulin, hs-PCR and HOMA\r (p>0.05). HDL-c
levels reduced in all groups (p<0.05) and triacylglycerol levels were reduced in CP and
HO groups (p<0.05), however total cholesterol reduces only in the CT group (P <0.05).
VLDL and LDL-c did not differ after the intervention. Weight, body mass index and waist
circumference decreased in all groups (p> 0.05). Total fat was significantly reduced in
HO group and truncal lean mass was higher in CT group. Conclusion: High oleic peanut
intake seems to increment the effects of weight loss on the inflammatory status, while the
conventional peanut presented itself neutral. Moreover, the high oleic peanut intake also

suggests an insulin sensitivity and body composition.improvements.

Keywords: High-oleic peanut, inflammation, obesity, Tn1 cells, Tn2 cells, TH17 cells.

Introdugédo
Individuos obesos apresentam alteracdes metabolicas e inflamatdrias associadas
principalmente ao excesso de adiposidade (NIEMAN et al., 1999; HERMSDORFF et al.,
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2010, 2011; PETERSEN et al., 2014) e tendem a apresentar alteracdo no perfil de células
T, favorecendo um estado pro-inflamatorio (WALLACE et al., 2001; DENG et al., 2013).
Dessa forma, tem disso verificado que tanto a perda de peso quanto o consumo de
alimentos fonte de nutrientes com potencial anti-inflamatério podem trazer beneficios a
individuos com excesso de peso (CLEMENT et al, 2004; NICKLAS et al., 2004;
RAMEL et al, 2010; CONNAUGHTON et al., 2016). Diversos estudos clinicos e
epidemiologicos tém evidenciado que o consumo de acidos graxos monoinsaturados
(AGMI) promove melhorias sobre diversos aspectos da saude humana, incluindo
sensibilidade & insulina, inflamacdo e perfil lipidico (MUKUDDEM-PETERSEN;
OOSTHUIZEN; JERLING, 2005; GRIEL; KRIS-ETHERTON, 2006; KRIS-
ETHERTON et al., 2008; GILLINGHAM; HARRIS-JANZ; JONES, 2011; ENNS et al.,
2014; LOPES; PELUZIO; HERMSDORFF, 2014).

Nesse sentido, 0 amendoim alto oleico (AAQ) contém cerca de 83,0% de AGMI
dos quais aproximadamente 80,0% sdo representados pelo acido graxo oleico (ALVES et
al., 2014a; BARBOUR et al., 2015). Evidéncias cientificas apontam que a insercdo de
moderadas quantidades desse cultivar de amendoim na dieta pode melhorar o perfil
lipidico, inflamacdo, sensibilidade a insulina e composicdo corporal (O’BYRNE;
KNAUFT; SHIREMAN, 1997; ALVES etal., 2014a; ALVES et al., 2014b; BARBOUR
et al,, 2015).

Apesar de as células T apresentarem substancial importancia na adequada resposta
imune tanto contra patdgenos quanto em doencas humanas (WALLACE et al., 2001),
pouco se sabe a respeito do impacto do consumo de amendoim sobre a concentragdo
plasmética de citocinas produzidas por células Thl, TH2 e Tul7, especialmente em
individuos com excesso de peso. Dessa forma faz-se necessario entender a influéncia do
consumo de um alimento rico em AGMI sobre o comportamento de tais citocinas. A
hipdtese do presente estudo € que individuos com excesso de peso que consomem AAO
associado auma dieta hipocalorica, apresentam melhora do estado inflamatério por efeito
direto dos AGMI. Alm disso, pela relagdo direta entre excesso de adiposidade e
inflamacdo, nds acreditamos que a reducdo de peso e melhora da composicdo corporal
também possa interferir nos marcadores inflamatorios.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo de intervencdo nutricional foi
avaliar o efeito do consumo diario de AAO, comparado ao ACO e dieta isenta de
amendoim, sobre citocinas inflamatorias secretadas por células Twl, TH2 € TH17 em

homens com excesso de peso.
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Metodologia

Sujeitos

Os individuos foram recrutados por meio de anincios, panfletos e cartazes. Ao
todo, 150 possiveis voluntarios foram recrutados e submetidos a uma triagem nutricional
na qual foram aferidos peso e altura, e preenchidos questionarios sobre histdria clinica,
nutricional e pratica de atividade fisica. Entre os critérios de elegibilidade estavam, idade
entre 18 e 50 anos, indice de massa corporal (IMC) de 26-35 Kg/n?, peso estavel (+ 3 kg)
durante os trés Ultimos meses, ndo fumantes, sem transtornos alimentares ou alergias,
inclusive ao amendoim, consumo de etanol inferior a 168g por semana e ndo fazer uso de
medicacdo que pudesse afetar os resultados do estudo ou interferir na perda de peso.

Individuos com presenca de alguma doenca inflamatoria foram excluidos do
estudo. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa (protocolo:185/2011). Todos os individ uos
que aceitaram participar do estudo, leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido.

Desenho do estudo

Trata-se de um estudo clinico randomizado, simples-cego, controlado com quatro
semanas de duragdo. Os participantes foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos:
controle (CT n=22), amendoim convencional (AC n= 21) e amendoim alto-oleico (AO
n=21). No dia anterior ao inicio da intervengdo, o0s voluntarios receberam uma refeicdo
padronizada. Ap6s um jejum noturno de 12 horas, 0s voluntarios compareceram ao
Laboratério de Metabolismo Energético e Composicdo Corporal (LAMECC), onde foram
submetidos a insercdo de um cateter para coleta de sangue em jejum bem como a
avaliagdo da composicdo corporal, em seguida, consumiram uma refeicdo teste de acordo
com o grupo experimental, dentro do intervalo de 15 minutos. Por meio do cateter
posicionado na veia antecubital realizou-se coletas de sangue 1, 2 e 3 horas pds-prandiais
(Figura 1). Durante as quatro semanas de intervencdo, os voluntarios seguiram uma dieta
hipocalorica e foram orientados a manter o nivel de atividade fisica habitual. Ao final do

estudo, todas as avaliacbes foram repetidas.

Intervencao nutricional
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As necessidades energéticas de cada voluntario foram calculadas mediante
calorimetria indireta como descrito anteriormente por Alves et al., (2014b). Em seguida,
250 kcal/dia foram subtraidas para a prescricdo da dieta, essa reducdo caldrica previa uma
perda de peso de aproximadamente 1 kg/més. Todas as dietas forneciam 15% de proteina,
30% de lipidio e 55% de carboidrato em relacdo ao valor calérico total.

Os grupos AO e AC consumiram uma por¢do diaria de 56g de AAO e ACO,
respectivamente, ja inseridos no calculo da prescricdo da dieta, dessa forma, a restricao
calérica total e distribuicdo de macronutrientes foi semelhante entre os trés grupos
experimentais. O grupo CT seguiu apenas a dieta hipocalérica e ndo consumiu nenhum
alimento teste. Os voluntarios do grupos AO e AC foram orientados a consumir a por¢édo
de amendoim fornecida de uma Unica vez em qualquer horéario do dia. Além disso, por se
tratar de um estudo de intervencdo em condicGes de vida livre, todos os voluntarios foram
instruidos a utilizar uma lista de substituicdo de alimentos para auxiliar o seguimento da
dieta.

Apos as avaliagbes feitas em jejum, foi oferecido aos voluntarios a refeicdo teste
de acordo com o grupo experimental. Cada refeicdo teste forneceu 25% da necessidade
energética diaria e consistiu em um milkshake sabor morango e 56g de amendoim torrado
e sem pele (AAO ou ACO) ou biscoito para o grupo CT. As refeicdes tinham o mesmo
peso, densidade calorica, e forneciam 35% de carboidrato, 16% de proteina e 49% de
gordura em relagdo ao valor calérico total. O modo de preparo do amendoim e da refeicdo
teste, assim como a avaliacdo da ingestdo alimentar foram descritas anteriormente por
Alves et al.,, (2014b).

As porcdes de amendoim convencional e alto oleico continham, respectivame nte,
13,6 e 12,8g de carboidrato, 16,8 e 16,3g de proteinas, 24,0 e 24,7g de gordura € 5,0 e
5,5g de fibra alimentar. O &cido graxo oleico representou 51,0% do total de gordura do
ACO e 81,5% do AAO. A porcao de 569 do biscoito apresentava 12,29 de carboidratos,
16,49 de proteina, 24,6g de gordura e 4,79 de fibra alimentar.
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Procedimentos metodologicos

Todas as mensuragfes foram feitas ao inicio e ao final do periodo de interve ngdo
de 4 semanas de acordo com protocolo apresentado por Alves etal., (2014b) (ALVES et
al., 2014b). Nas 72h anteriores as avaliacbes do estudo, os participantes foram instruidos
a ndo consumir &lcool ou cafeina, manter o nivel de atividade fisica habitual e manter a
regularidade do sono (8h/noite). Foram avaliados peso, altura e perimetro da cintura. A
composicdo corporal foi avaliada por DEXA (Dual-energy X-ray Absortiometry) de
acordo com protocolo apresentado por Alves et al., (2014b) (ALVES et al., 2014b).

As dosagens de colesterol total e fragGes, triacilglicerdis, glicose, insulina, e
proteina C-reativa foram realizadas em jejum e pds-prandial por metodos de analise
automatizados utilizando kits comerciais como descrito anteriormente (ALVES et al.,
2014b). O HOMA-r (homeostasis model assessment of insulin resistance) foi calculado
de acordo com a equacao proposta por Matthews et al. (1985) (MATTHEWS etal., 1985).
A resisténcia a insulina foi classificada de acordo com Ascaso et al. (2001) (ASCASO et
al., 2001).

As concentragcfes plasmaticas das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-
vy € TNF foram mensuradas por meio da técnica de citometria de fluxo com o Citometro
BD FACSort, utilizado o kit Human citokine Th1/Th2/Thl7 CBA Kit (BD Biosciences,
EUA), que permite detecgdo simultdnea das citocinas em cada amostra de plasma. Os
dados obtidos foram analisados utllizando software FCAP matriz ™ e os valores

expressos em pg/mL.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram calculadas utilizando o programa SPSS (versdo
22.0). A normalidade das variaveis foi calculada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk.
Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo. As areas abaixo da curva
das citocinas foram calculadas no programa Excel (Microsoft® Excel 2013), por meio do
método trapezoidal. As variaveis foram comparadas entre 0s grupos por meio dos testes
ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos respectivamente pelos testes post hoc de Tukey’s
e Dunn’s. Dentro de cada grupo, as diferengas apds a intervengdo (A= Final — inicial)
foram calculadas pelos testes de Wilcoxon ou Teste t pareado. O critério adotado para a

significAncia estatistica foi p<0.05.
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Figura 6. Fluxograma dos participantes inseridos no estudo. Adaptado de Alves et a., 2014c.

Resultados

Setenta e seis individuos foram randomizados e 64 completaram o estudo (Figura
2). A média de idade foi de 27 + 0,9 anos e de IMC de 29,76 + 0,3 kg/m2. Ao todo, 61%
(n=39) eram sobrepeso e o0s demais o0besos. As caracteristicas antropométricas,
inflamatorias e metabolicas ndo diferiram significativamente entre 0s grupos no inicio do
estudo, com exce¢édo da insulina e do HOMA-r que apresentaram valores mais elevados
no grupo AO (p<0,05) (Tabela 1). Sete participantes no grupo AO (33,3%), trés no grupo
AC (14,2%) e dois no grupo CT (9,0%) apresentaram resistentes a insulina (HOMAr >
3,5).

Ap0s o periodo de intervencdo, os marcadores metabolicos ndo diferiram entre 0s
grupos (Tabela 2). A concentracdo de colesterol total reduziu significativamente apenas
no grupo CT (p<0,05), enquanto as concentracBes de triacilglicerois reduziram nos
grupos AO e AC (p<0,05). A concentracdo de HDL-c reduziu de forma significativa em
todos os grupos, entretanto, o maior percentual de reducdo (-8,3%) foi observado no
grupo CT. O LDL-c e o VLDL-c ndo apresentaram alteragdes significativas (p>0,05). A
concentracdo de glicose aumentou de forma significativa nos grupos AO (5,8%) passando
de 91.8 para 96.1 mg/dL e CT (4.8%) de 91.4 para 95.4 mg/dL, configurando um aumento

clinicamente irrelevante.
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Tabela 1. Caracteristicas basais dos participantes de acordo com o grupo experimental.

CT (n=22) AC (n=21) AO (n=21) p
Idade (anos) 274 +16 280 £15 272 +18 0,728
Peso (Kg) 945 +24 92,7 £2.1 955 +2,2 0,695
IMC (Kg/m?) 29,7 £0,5 294 04 30,1 £0,5 0,802
Perimetro da cintura (cm) 102,2 £19 100,5 £1,2 102,3 £1,6 0,697
Glicose (mg/dL) 91,3 +14 922 £25 91,7 £1,8 0,854
Insulina (uU/mL) 87 + 14 83+112 11,5 +0,9° 0,023
HOMA-IR 19+£03 2,0 +0,3? 2,6 +0,20 0,033
Colesterol Total (mg/dL) 187,3 £ 9,8 1946 + 98 1808 +9,1 0,607
LDL-c (mg/dL) 1219 £ 83 1275 £10,1 110,1 £ 84 0,395
VLDL-c (mg/dL) 241 +21 272 £34 286 £33 0,821
HDL-c (mg/dL) 40,3 +2,5 43,7 £33 382 +2,0 0,270
Triacilgliceroéis (mg/dL) 120,0 £ 10,5 160,0 + 28,6 155,9 +20,2 0,689
PCR-us (mg/dL) 14+03 13+02 16 £02 0,373
IL-17 (pg/mL) 6.0+22 6.57 £34 18.61 +5.8 0,147
TNF (pg/mL) 133 £05 094 £04 161 £0.6 0,190
IL-10 (pg/mL) 151 +09 045 +0.2 0.61 £0.2 0,643
IL-6 (pg/mL) 153 £06 112 £0.3 171 £04 0,716
IL-4 (pg/mL) 034 +0.1 0.28 +0.1 051 £0.1 0,305
Composicédo corporal (DEXA) n=12 n=16 n=17
Massa gorda (Kg) 328 +17 288 +16 324 +16 0,182
Massa magra (Kg) 61,3 £1,2 60,6 £1,2 58,6 £1,4 0,216
Massa magra ginoide (Kg) 85+0,2 78 +£0,2 77+02 0,057
Massa gorda ginoide (Kg) 56 £0,2 49 +0,31 52+0,3 0,290
Massa magra androide (Kg) 41+01 3,9 +0,08 3901 0,441
Massa gorda androide (Kg) 25+0,2 20+01 2301 0,162
Massa magra troncular (Kg) 276 £0,7 26,6 £0,5 26,0 £0,8 0,336
Massa gorda troncular (Kg) 171+ 13 145 £0,7 16,7 £10 0,194

Os valores sdo média e erro da média. O valor de p refere-se a comparacdo das caracteristicas basais
entre os grupos experimentais (ANOVA ou Kruskal-Wallis; p<0.05). Os valores com diferenca
estatistica significante estdo indicados por letras. AO, grupo amendoim alto-oleico; AC, grupo
amendoim convencional; CT, grupo controle; IMC, indice de massa corporal; HOMA-IR, modelo de
avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina; LDL-c; lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c,
lipoproteina de muito baixa densidade; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; PCR-us, proteina C-
reativa ultrassensivel; DEXA, Dual-energy X-ray Absortiometry. Adaptadade Alves et al., 2014a.
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O indice HOMA-IR ndo foi alterado de forma significativa em nenhum grupo
experimental, porém, o grupo CT apresentou aumento de 6,8% em relacdo ao valor
inicial, enquanto o grupo AO reduziu -0,05%, mesmo o grupo AO iniciando o estudo com
maior HOMA-IR (2,6 £0,2) e o CT com os menores valores (1,9 +0,3).

Tabela 2. Alteracdo nos marcadores biogquimicos ap0s o periodo de intervengéo.

CT (n=22) AC (n=21) AO (n=21) p
Glicose (mg/dL) 4,0 +18* 25 +£27 49+ 1,7 0,737
Insulina (uU/mL) 02+14 -03+£06 -06 £0,7 0,417
HOMA-IR 01+03 -0,09 £ 0,2 -0,001 0,1 0,368
Triacilgliceréis (mg/dL) 14,6 £17,7 =279 +149* -28,8 + 13,0* 0,081
Colesterol Total (mg/dL) -13,8 +5,9* 28170 -110 £ 7,8 0,585
LDL-c (mg/dL) 92 +53 0,8 5,9 15+75 0,412
HDL-c (mg/dL) -4,0 +1,3* 28+ 17* -30+12% 0,842
VLDL-c (mg/dL) -0,03 £2,0 -32+19 51+26 0,274
PCR-us (mg/dL) 05+04 -01+01 -0,05 £ 0,2 0,259

Os valores sdo média e erro da média. Os marcadores bioquimicos ndo apresentaram diferenca entre os
grupos experimentais (ANOVA ou Kruskal-wallis, p<0,05). * significa diferenga entre a avaliagdo final e
inicial (Teste t pareado ou Wilcoxon; p<0,05). AO, grupo amendoim alto-oleico; AC, grupo amendoim
convencional; CT, grupo controle; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase daresisténciaa insulina;
LDL-c; lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c, lipoproteina de muito baixa densidade; HDL-c,
lipoproteina de alta densidade; PCR-us, proteina C-reativa ultrassensivel. Adaptadade Alves et al., 2014a.

O TNF e a IL-4 apresentaram menor resposta no grupo AO, -35,3 e -48,0%
respectivamente (p<0,05). A IL-17A aumentou 2,1 vezes no grupo CT (p<0,05) e reduziu
-9,4% no grupo AO, embora sem significAncia estatistica. A IL-10 ndo diferiu
significativamente em nenhum grupo, entretanto, o maior percentual de reducdo foi
observado no grupo CT (-59,1%), quando comparada aos grupos AO (-18,2%) e AC (-
30,3%). Ainda, IL-6 ndo apresentou diferenca em nenhum grupo experimental (Figura 3).
Naavaliacdo inicial aconcentracdo das citocinas IFN-y e IL-2 ficaram abaixo do nivel de
deteccdo (0,003 pg/mL) do kit utilizado na maioria dos voluntarios (IFN-y: 93,4% n=59

e IL-2: 95,3% n=61) e foram excluidas das andlises estatisticas.
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Figura 7. Resposta das pos-prandial das citocinas antes e ap6s o periodo de intervencdo emarea abaixo da
curva (AUC). Nao houvediferenca entre os grupos (Kruskal-Wallis,p<0,05). * indica diferenca entre AUC

inicial e AUC final (Wilcoxon, p<0,05). A, comportamento da IL-17 por grupo experimental,

Bl

comportamento da TNF por grupo experimental; C, comportamento da IL-10 por grupo experimental; D,
comportamento da IL-6 por grupo experimental; E, comportamento da IL-4 por grupo experimental. AUC,
area abaixo da curva; AO, grupo alto oleico, AC, grupo amendoim convencional; CT, grupo controle; IL-
17, interleucina-17; TNF, fator de necrose tumoral; IL-10,

interleunica-4.

interleucina-10;

IL-6, interleucina-6; IL-4,
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O peso, 0 IMC e o perimetro da cintura reduziram significativamente em todos os
grupos em comparacao ao valor inicial (p<0,05). Todavia, as mudangas na composi¢cdo
corporal ndo foram significativamente diferentes entre os grupos experimentais (Figura
4). A reducdo da gordura total foi significativa apenas no grupo AO (-3,9%) (p<0,05),
embora a maior perda de peso tenha sido no grupo CT (-4,4%). O total de massa magra
reduziu significativamente somente no grupo CT (-2,1%). No grupo AO houve aumento
de massa magra troncular (0,9%), ginoide (3,2%) e androide (0,5%), embora sem

significancia estatistica.
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Figura 8. Percentual de mudanga na composicdo corporal apds quatro semanas de intervencdo de acordo
com o grupo experimental. A composicdo corporal ndo apresentou diferenca entre os grupos experimentais
(ANOVA ou Kruskal-wallis, p<0,05). * significa diferenca entre a avaliacdo final e inicial (Testet pareado
ou Wilcoxon; p<0,05). AO, grupo amendoim alto-oleico; AC, grupo amendoim convencional; CT, grupo

controle; IMC, indice de massa corporal.

A ingestdo caldrica inicial e final ndo diferiu entre os grupos experimentais
(p>0,05). Conforme esperado, o consumo AGMI foi significativamente maior no grupo
AO (78,1%) em comparagdo ao grupo AC e CT, nos quais o consumo de AGMI reduziu
-20,4% e -32,5% respectivamente. Os acidos graxos poli-insaturados (AGPI) reduziram
de forma significativa apenas no grupo CT (-30,0%), bem como neste grupo, os acidos
graxos saturados (AGS) também apresentaram maior percentual de reducdo (-23,7%)

(Tabela 3). O consumo de fibras ndo diferiu quando comparada dentro ou entre grupos.

54



Tabela 3. Mudancana ingestdo de macronutrientes e fibras ap6s 4 semanas de intervencao.

CT (n=22) AC (n=21) AO (n=21) p
(El?farl%?m 5524 +2439%  -2757 +2580 - 212,0 1637 0,538
Carhoidrato (g) -57,7 + 29,6 -585 + 34,0 -65,0 + 14,7* 0,977
Proteina (g) -16,4 + 11,4 -95+£109 -65+81 0,785
Lipidio (g) -28,3 + 10,9* 03 +11,1 82+ 126 0,082
AGPI (g) 55 + 1,9 09 +34 19+15 0,210
AGMI (g) -10,7 + 33 50 * 3,40 17,8 +550* <0,001
AGS (g) -85 +3,1* 09 +27 33+44 0,097
Fibra (g) 1,7+31 2,6 +38 34+22 0,356

Os valores sdo média e erro da média. Os percentuais de mudancga foram comparados entre 0s
grupos por ANOVA ou Kruskal-Wallis (p<0,05). A diferenga entre as avaliagdes iniciais e
finais foram avaliadas por Testet pareado ou Wilcoxon ((p<0,05). As diferengas entre grupos
estéo indicadas por letras. * indica diferenga entre os valores final e inicial. AGPI, &cido graxo
poliinsaturado; AGMI, acido graxo monoinsaturado; AGS, acido graxo saturado.

Discussdo

No presente estudo, foi observado que individuos com sobrepeso e obesidade que
consumiram amendoim do cultivar alto oleico paralelo a uma dieta hipocalérica
apresentaram maior reducdo na resposta pro-inflamatéria  pds-prandial quando
comparados aqueles que seguiram apenas a dieta hipocalorica. As citocinas TNF e IL-4
foram significativamente reduzidas no grupo AO enquanto no grupo CT houve aumento
de IL-17. A maior deplecdo da gordura total no grupo AO somado a composicdo de micro
e macronutrientes do AAO, sugere impacto positivo sobre o estado inflamatorio.

Embora ao final da intervencdo os marcadores bioquimicos ndo tenham diferido
significativamente entre grupos, houve reducdo significativa de triacilglicerdis nos grupos
AC e AO e de HDL-c em todos os grupos, porém no CT a reducdo de HDL-c foi 33,3%
maior do que no grupo AO. Curiosamente, ogrupo CT foi o Unico que apresentou redugdo
significativa na concentracdo de colesterol total condizente com o fato de que somente
neste grupo houve redugéo significativa do consumo de AGS (g) (ALVES etal., 2014c).
No grupo AO, a glicose também apresentou uma concentracdo média significativamente
maior ao final do estudo, entretanto, permaneceu dentro do limite considerado normal. O
indice HOMA-IR e a insulina, diferiam significativamente entre os grupos AO e CT no
inicio do estudo, no entanto, essa diferenca ndo permaneceu ao final da intervencdo. Além
disso, no grupo CT houve aumento ndo significante na insulina e HOMA-IR, em

contrapartida 0S grupos que consumiram amendoim apresentaram reducdo ndo
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significante nesses marcadores. Tais alteracfes séo clinicamente relevantes e sugerem
que o consumo de amendoins, especialmente do cultivar alto oleico, possam contribuir
na melhora da sensibilidade a insulina (ALVES et al., 2014c).

As alteracbes na composicdo corporal foram mais favoraveis no grupo AO, no
qual observou-se significativa reducdo na gordura total (-3,9%). Além disso, embora sem
significAncia estatistica, esse grupo também apresentou menor reducdo na massa magra
total (-0,3%) e aumento de massa magra nos compartimentos ginoide (3,2%), androide
(2,5%) e troncular (0,8%), que consistem em mudancas relevantes do ponto de vista
clinico e que podem ter contribuido para a melhora nos parametros inflamatdrios
observada nesse grupo (ALVES et al., 2014a). Estudos tem reportado que a oxidacéo
diferencial dos &cidos graxos estaria relacionada ao seu grau de saturacdo (ALPER;
MATTES, 2002; MOUSSAVI; GAVINO; RECEVEUR, 2008) e que os AGMI sdo
preferencialmente oxidados (ALPER; MATTES, 2002). Dessa forma, sugere-se que as
alteracfes na composicao corporal observadas no grupo AO devem-se ao fato de 0 AAO
promover maior oxidacdo de gordura apds o seu consumo possivelmente devido ao maior
estimulo do sistema nervoso simpatico por AGMI em detrimento de outros &cidos graxos
(MOUSSAVI; GAVINO; RECEVEUR, 2008; ALVES etal., 2014a)

Recentemente foi demostrado que a obesidade promove proliferacdo de células
pro-inflamatérias TH1l7 e induz aumento nas concentragdes sanguineas de IL-17A
(AHMED; GAFFEN, 2010). No presente estudo, a resposta da IL-17A reduziu 9,5% no
grupo AO e aumentou 97,5% no grupo CT. A explicacdo para esse comportamento ndo
esta clara, ainda sdo poucos 0s estudos que avaliaram esta citocina em individuos com
peso elevado, especialmente ap6s uma intervencdo nutricional. Contudo, € possivel que
as alteracGes na composicdo corporal tenham sido as principais moduladoras da IL-17A
Ja que essa citocina apresentou reducdo apenas no grupo com maior perda de gordura
total e menor reducdo de massa magra e aumentou de maneira significativa no grupo CT,
o qual apresentou significativa perda de massa magra e menor perda de gordura. De forma
semelhante, um estudo experimental demonstrou que ratos com significativa perda de
peso, causada pela deplecdo tanto de gordura quanto de massa magra, também
apresentaram aumento expressivo de IL-17A (TANG et al., 2010). Entretanto, Sumarac-
Dumanovic et al. (2014) ndo encontram associacdo entre a concentracdo de IL-17A e
gordura abdominal quando compararam mulheres obesas a eutréficas (SUMARAC-
DUMANOVIC et al., 2009).
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O excesso de gordura na obesidade estd associado ao aumento da expressdo de
células Thl, pro-inflamatérias, em relacdo as células Tn2, anti-inflamatorias
(MCLAUGHLIN et al, 2014; MRAZ; HALUZIK, 2014). Em nosso estudo, ambas as
citocinas Th2 (IL-10 e IL-4) apresentaram menor resposta em todos 0s grupos apdés a
intervencdo. A maior reducdo de IL-10 no grupo CT em relacdo aos grupos teste sugere
efeito positivo do amendoim sobre esta citocina, visto que 0 consumo de nuts tem sido
amplamente associado a reducdo de marcadores pro-inflamatorios (JIANG, 2005;
SALAS-SALVADO et al, 2008). Provavelmente, o consumo de amendoim por um
periodo mais prolongado, levaria ao aumento das concentracdes plasmaticas de IL-10,
como evidenciado por Colpo et al. (2014) (COLPO et al., 2014). A perda de peso também
contribui para o aumento da IL-10 (RAMEL et al., 2010), entretanto, a média de perda de
peso no presente estudo foi de 2,2 +1,1%, e a literatura prevé alteracdes significantes nos
parametros inflamatorios a partir de uma perda de peso de 5-10%.

Além da atividade anti-inflamatéria, a IL-4 possivelmente interfere no
metabolismo lipidico (TSAO et al., 2014). Recentemente, um estudo experimental
demonstrou que essa citocina aumenta a concentracdo sérica de Acidos graxos nao
esterificado, evitando o acumulo de lipidios no tecido adiposo (CHANG et al., 2012;
TSAO et al., 2014). Além disso, também possui habilidade anti-lipogénica por suprimir
a diferenciacdo de adipdcitos e promover a lip6lise em adipécitos maduros (TSAO et al.,
2014). De forma contréria, nossos resultados mostram significativa reducdo da IL-4 no
grupo AO o qual apresentou maior reducdo de gordura. Entretanto, em individuos com
sindrome metabdlica (SM) foi observada positiva correlacdo entre a concentracdo de
triacilglicerol sérico e IL-4 (SURENDAR et al., 2011), condizente com nossos resultados,
que mostram maior reducdo de triacilglicerdis no grupo AO, o qual também apresentou
menor concentracdo de IL-4. Porém, a forma como ambos se associam permanece
desconhecida.

A dieta do mediterraneo tem sido associada a reducdo nas concentragdes
plasméticas de citocinas pré-inflamatdrias por possuir acidos graxos monoinsaturados em
grandes quantidades (YUDKIN et al, 1999). Richard et al. (2012), verificaram que
homens com SM que seguiram a dieta do mediterraneo e perderam peso apresentaram
reducdo de TNF, IL-6 e IL-18 maior do que aqueles que seguiram apenas a dieta
(RICHARD etal., 2012). De forma semelhante, em nosso estudo o TNF reduziu de forma
significativa apenas no grupo AO, entretanto, também reduziu nos grupos AC e CT,

provavelmente devido a perda de peso significativa em todos os grupos. Borges et al.
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(2007), também verificaram que mulheres com obesidade abdominal apresentaram
reducdo expressiva de TNF-a apds reducdo de peso (BORGES et al., 2007). Além disso,
um estudo in vitro demonstrou que o 6leo de AAO reduziu de forma significativa as
concentragdes de TNF-ae o efeito mibitorio desta citocina sobre a insulina (VASSILIOU
et al., 2009).

De forma geral, o consumo da dieta do mediterraneo, bem como alguns de seus
componentes como, nuts e azeite de oliva estdo associados a reducdo nas concentraces
periféricas de IL-6, PCR e fibrinogénio (ESTRUCH et al., 2006; SALAS-SALVADO et
al, 2008b; KALGAONKAR et al, 2011; RICHARD et al, 2012). Embora sem
significAncia estatistica, houve declinio nas concentracbes de PCR nos grupos que
consumiram amendoim. No entanto, o consumo de AAO e ACO ndo alteraram as
concentracdes plasmaticas de IL-6. De forma semelhante, outros estudos que avaliaram
o0 impacto de alimentos fontes de AGMI sobre a IL-6 também ndo verificaram diferencas
nas concentracdes desta citocina (RAJARAM; CONNELL; SABATE, 2010; CASAS-
AGUSTENCH etal, 2011; KALGAONKAR et al., 2011; CHIANG et al., 2012).

N s acreditamos que o tamanho da nossa amostra e periodo de intervencdo foram
os principais contribuintes para esse resultado, visto que efeitos benéficos sobre a IL-6
normalmente s&o observados em estudos de coorte de longa duracdo (ESTRUCH et al.,
2006; SALAS-SALVADO et al., 2008b). Ainda, deve-se levar em consideragio a cinética
desta citocina. A IL-6 possui um pico de secrecdo entre 4-6h ap6s um estimulo, em
seguida é estabilizada e degradada (DEFORGE; REMICK, 1991). Baseado nisso, 0
aumento de IL-6 encontrado em todos os grupos pode ser mero efeito do consumo da
refeicdo ja que a avaliamos nos tempos 0, 1, 2 e 3h pos-prandiais. Talvez uma avaliagao
mais prolongada revelaria um comportamento diferente desta citocinas nos grupos que
consumiram amendoim.

As citocinas Thl, IFN-y e IL-2 ndo foram detectadas com sucesso. Uma provavel
justificativa seria o fato de estas citocinas estarem fortemente associadas a processos
inflamatorios, os quais foram tomados como um fator de exclusdo em nosso estudo
(MADHUMITHA et al.,, 2014) Ainda, IFN-y e IL-2 sdo frequentemente encontradas em
obesos com comorbidades manifestas, diferente dos participantes do presente estudo, e
estdo associadas a origem de resisténcia a insulina e estimulo a outras citocinas pro-
inflamatorias (ROCHA et al., 2008; MADHUMITHA et al., 2014; KHAN et al.,, 2015).

Recentemente, tem sido sugerido a existéncia de um limiar de adiposidade, a partir
do qual o excesso de gordura levaria a alteracdes metabdlicas (LESSARD et al., 2014).
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Lessarde at al. (2014), sugerem que a limitada capacidade de expansdo do tecido adiposo
subcutaneo, leva ao acimulo de gordura nos compartimentos viscerais, hipertrofia dos
adipocitos e concomitante alteracbes metabdlicas e inflamatdrias (FONTANA et al.,
2007). No estudo desenvolvido por Bosch et al. (2015), foi identificado um limiar de
adiposidade de 23,4% para homens e 38,3% para mulheres, a partir do qual para cada
aumento de 1% na gordura corporal haveria um aumento significativo na gordura visceral
e consequentemente o surgimento de alteracfes metabdlicas (BOSCH et al., 2015).
Entretanto é prudente considerar a individualidade biologica da amostra utilizada no
estudo desenvolvido por Bosch et al, visto que, a adiposidade média em nossos
voluntarios foi 32,6 £ 1.0% e apenas 18,7% deles apresentavam RI como Unica
comorbidade verificada em toda a amostra. Além disso, Han et al. (2011), sustentam
nossa colocacdo, sugerindo que a adiposidade em individuos com IMC<30 ndo ocasiona
prejuizos na regulacdo da homeostase inflamatéria (HAN et al., 2011).

No presente estudo, os marcadores bioguimicos apresentaram poucas alteracoes
frente ao consumo de amendoim. Inesperadamente o HDL-c reduziu de forma
significativa em todos os grupos. De forma semelhante, Ibarrola-Jurado et al. (2013),
encontraram reducdo de HDL-c, embora ndo significativa, apds um estudo transversal
avaliando o consumo de nuts (IBARROLA-JURADO et al., 2013). Corroborando com
nossos resultados, nenhum efeito foi observado sobre LDL-c ou VLDL-c, apds uma
intervencdo de 12 semanas com amendoim alto oleico (50-70g/ dia) (BARBOUR et al.,
2015). Os grupos que consumiram amendoim apresentaram reducdo nos triacilglicerdis,
enquanto no grupo CT houve aumento. Segundo Ros et al., (2010) a reducdo de
triacilglicerois é mais eficiente em individuos com concentraces superiores a 150 mg/dL,
reforcando nossos resultados (ROS, 2010). De forma semelhante outros estudos mostram
que aumento do consumo de AGMI em detrimento dos carboidratos promove melhora
nas concentracbes de lipoproteinas e expressiva reducdo de triacilglicerdis (KRIS-
ETHERTON et al., 1999; HUTCHINSON et al., 2008).

Embora o grupo AO tenha consumido maior quantidade de gordura saturada, oS
beneficios inflamatorios observados nesse grupo potencialmente devem-se ao fato de que
AGMI sdo capazes de neutralizar os efeitos pré-inflamatorios dos AGS (SARTORIUS et
al., 2012). Somado a isso, 0 &cido graxo oleico possui atividade anti-inflamatoria e é o
maior componente do total de AGMI tanto no AAO quanto no ACO. Estudos apontam
que esse acido graxo é capaz de inibir a expressdo de COX2 e a fosforilacdo de JNK e
ERK (LAMY et al, 2016), alem de inibir ROS e p38MAPK e as vias de sinalizagdo
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AKT/IKK/NF-KB (OH et al., 2009; SALVADO et al., 2013), dessa forma, independente
do mecanismo de acdo, o efeito comum é a reducdo de marcadores inflamatorios.

Entre os fatores limitantes estdo a avaliagio dos compostos fendlicos do
amendoim, j& que eles também interferem nos pardmetros inflamatérios e metabdlicos
avaliados (PANDEY; RIZVI, 2009; UMENO et al., 2016). Também devemos considerar
0 tempo de avaliagdo pos-prandial que ndo contemplou o tempo necessario para a resposta
de todas as citocinas avaliadas. Apesar disso, vieses como nivel de atividade fisica, horas
de sono, doencas inflamatorias e consumo de outras oleaginosas ou nuts foram bem
controlados. Além disso, todos os voluntarios seguiram adequadamente o protocolo do
estudo.

Em conclusdo, o grupo AO apresentou melhora do estado inflamatorio,
possivelmente influenciadas pelas alterages na composicdo corporal observadas nesse
grupo. Além disso, o grupo AO também sugeriu melhora na sensibilidade a insulina. J& o
ACO apresentou-se neutro em relacdo a inflamacdo por ndo interferir no comportamento
de nenhuma das citocinas avaliadas, e embora positivo, seu impacto na composi¢cdo
corporal foi menos expressivo quando comparado ao do AAO. Dessa forma, moderadas
quantidades de AAO podem ser incluidas como parte de uma alimentacdo saudavel, com
beneficios a composicdo corporal e com potencial beneficio no estado infamatorio de

homens com excesso de peso.
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5.2 ARTIGO 02: Impacto do consumo diario de amendoim sobre o risco

cardiometabolico e estresse oxidativo em homens com excesso de peso

Resumo:

Introducdo: o excesso de peso induz ao estresse oxidativo e a alteragbes metabolicas,
tais como resisténcia a insulina e dislipidemia que levam ao aumento do risco
cardiometabdlico. Por sua semelhanca nutricional com as demais oleaginosas, o consumo
de amendoim tem sido associado a reducéo do risco cardiovascular. Objetivo: Avaliar o
impacto do consumo diario de amendoim convencional e amendoim alto oleico, sobre
marcadores cardiometabélicos e estresse oxidativo em homens com sobrepeso e
obesidade. Métodos: Trata-se de um estudo clinico, simples-cego, randomizado e
controlado, com 4 semanas de duracdo, no qual homens com excesso de peso foram
distribuidos em trés grupos: controle (CT, n=22), amendoim convencional (AC, n=21)e
amendoim alto oleico (AO, n=21). Eles seguiram uma dieta hipocalorica com ou sem 569
de amendoim de convencional ou alto oleico. Foram avaliadas variaveis antropométricas
e bioquimicas associadas ao risco cardiometabolico bem como marcadores do estresse
oxidativo. Resultados: Ao final da intervencdo, o0s biomarcadores de risco
cardiometabolico ndo diferiram entre o0s grupos. Peso, indice de massa corporal,
perimetro da cintura, diametro sagital e relacdo cintura estatura reduziram em todos 0s
grupos em relacdo ao baseline (p<0,05). Os grupos que consumiram amendoim
apresentaram reducdo na concentragdo de triacilglicerol (p<0,05) e modesta reducéo de
Insulina, PCRus e HOMA-IR (p>0,05). A concentracdo de colesterol total reduziu apenas
no grupo CT (p<0,05), enquanto a de HDL-c reduziu em todos os grupos (p<0,05). As
taxas colesterol totatHDL e LDL:HDL-c aumentaram significativamente no grupo AC,
enquanto o colesterol ndo-HDL reduziu nos grupos CT e AO (p>0,05). A atividade das
enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e glutationa S-transferase, bem como
a concentracdo de oxido nitrico ndo apresentaram alteracdes entre ou dentro dos grupos.
O MDA e a taxa MDA:SOD reduziram no grupo CT em relagédo aos grupos AC e AO
(p<0,05). Conclusao: Os individuos que consumiram amendoim apresentaram beneficios
cardiometabolicos adicionais quando comparados ao grupo controle. Em relacdo ao
estresse oxidativo, nenhum dos marcadores avaliados foi alterado ap0s o consumo de

amendoim.
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Palavras-chave: amendoim alto oleico, estresse oxidativo, obesidade, risco
cardiometabdlico.
ABSTRACT

Introduction: Overweight status induces oxidative stress and metabolic changes such as
insulin resistance and dyslipidemia leading to increased cardiometabolic risk. Due to their
nutritional similarity with other oleaginous, the peanut intake has been associated with
reduction of cardiovascular risk. Objective: To evaluate the impact of daily intake of
conventional peanut and high-oleic peanuts on cardiometabolic markers and oxidative
stress markers in overweight and obese men. Methods: In a 4-week randomized clinical
trial, overweight and obese men were assigned to the groups: control (CT, n=22),
conventional peanuts (CP, n=21) or high-oleic peanuts (HO, n=21). They followed a
hypocaloric diet with or without 56 g/day of conventional or high-oleic peanuts. It was
evaluated anthropometric and biochemical variables associated with cardiometabolic risk
and oxidative stress markers. Results: After nutritional intervention, the cardiometabolic
risk biomarkers did not differ between groups. Weight, body mass index, waist
circumference, sagittal diameter and waist-to-height ratio reduced in all groups compared
to baseline (p <0.05). Peanuts groups showed reduced triacylglycerol levels (p <0.05),
and modest reduction insulin, hs-CRP and HOMAIr (p> 0.05). Total cholesterol levels
decreased only in CT group (p <0.05), while the HDL-c decreased in all groups (p <0.05).
Tota/HDL cholesterol ratio and LDL/HDL cholesterol ratios increased significantly in
the CP group, while the non-HDL cholesterol reduced in CT group and HO group (p>
0.05). Antioxidant enzymes activity superoxide dismutase (SOD) and glutathione S-
transferase and nitric oxide levels did not show changes between or within groups.
Conclusion: Peanut intake groups showed additional cardiometabolic when compared to
the control group. About oxidative stress, none of the markers evaluated showed changes

after peanuts intake.

Keywords: cardiometabolic risk, high-oleic peanut, obesity, oxidative stress.

Introducédo
Em individuos com excesso de peso, o alto grau de adiposidade, especialmente na
regido abdominal, induz a liberacdo de citocinas inflamatorias, tal como IL-6 e TNF-a,

que levam ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e subsequente
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estresse oxidativo nos tecidos (KALRA; ROITMAN, 2010). Esse processo
fisiopatologico tem sido considerado o principal mecanismo envolvido nas comorbidades
cardiovasculares associadas a obesidade (MARANHAO et al., 2011). Dessa forma, em
individuos obesos, tanto a reducdo do peso quanto a modulacdo do estado oxidativo,
possuem papel cardioprotetor em longo prazo (DOW et al., 2013).

Diversos estudos clinicos e prospectivos sugerem que o consumo de oleaginosas,
pode ter impacto positivo no controle do estresse oxidativo devido & alta concentracdo de
polifenodis, vitaminas e minerais antioxidantes e &cidos graxos monoinsaturados (AGMI)
em sua composicdo (LOPEZ-URIARTE et al, 2009; IBARROLA-JURADO et al,
2013). O estudo PREDIMED encontrou que um consumo diario de aproximadamente 30g
de nuts (améndoas, nozes e avelds) associou-se a uma reducdo em torno de 30% nos
eventos cardiovasculares (BERRYMAN et al., 2015). Dessa forma, baseado em sua
composi¢do nutricional e conhecidos beneficios sobre a saude do coragdo, as nuts sdo
consideradas um alimento chave na dieta cardioprotetora e foram os primeiros alimentos
a receber o titulo de cardioprotetor pela Food and Drug Administration (FDA, EUA)
(KING et al., 2008).

Apesar de o amendoim ser uma leguminosa ele compartilha propriedades
nutricionais similares as oleaginosas e seu consumo também tem sido associado ao menor
risco cardiovascular (HARGROVE et al, 2001; KRIS-ETHERTON et al, 2008;
BARBOUR et al, 2015). Entretanto, apesar do efeito cardioprotetor atribuido ao
amendoim, poucos estudos clinicos disponiveis na literatura avaliaram diretamente o
efeito do consumo diario de amendoim alto oleico (AAO) sobre marcadores de risco
cardiometabolicos (ALVES et al., 2014c; BARBOUR et al.,, 2015). Alem disso, também
s80 escassos estudos que avaliem o efeito do consumo de amendoim sobre o estado
antioxidativo.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo de intervengdo nutricional foi avaliar
0 impacto do consumo diario de amendoim convencional (ACQO) e amendoim alto oleico,
sobre os marcadores cardiometabdlicos e de estresse oxidativo em homens com excesso

de peso.

Metodologia

Sujeitos
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Cento e cinquenta voluntarios foram recrutados na comunidade local por meio de
anuncios, panfletos e cartazes. Inicialmente, todos foram submetidos a uma triagem
nutricional onde foram aferidos peso e altura, e preenchidos questionarios sobre historia
clinica, nutricional e prética de atividade fisica. Entre os critérios de elegibilidade
estavam, idade entre 18 e 50 anos, indice de massa corporal (IMC) de 26-35 kg/m?, peso
estavel (x 3kg) durante os trés ultimos meses, ndo fumantes, sem transtornos alimentares
ou alergias inclusive ao amendoim, consumo de etanol inferior a 1689 por semana e ndo
fazer uso de medicacdo que pudesse afetar os resultados do estudo ou interferir na perda
de peso. Individuos com presenca de alguma doenca inflamatéria ndo foram incluidos no
estudo. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Vigosa (protocolo:185/2011). Todos os individ uos
que aceitaram participar do estudo leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre

Esclarecido.

Desenho do estudo

Tratou-se de um estudo clinico randomizado, controlado com quatro semanas de
duracdo. Os participantes foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos: controle (CT
n= 22), amendoim convencional (AC n= 21) e amendoim alto-oleico (AO n=21). Apds
um jejum noturno de 12 horas, os voluntarios compareceram ao Laboratério de
Metabolismo Energético e Composi¢do Corporal (LAMECC), onde foram submetidos a
avaliacdo antropométrica e coleta de sangue para avaliacdo de marcadores
cardiometabolicos. Durante as quatro semanas de intervencdo, 0s voluntarios seguiram
uma dieta hipocalorica e foram orientados a manter o nivel de atividade fisica habitual.

Ao final do estudo, todas as avaliagdes foram repetidas.

Intervencéo nutricional

Para a prescricdo da dieta, a necessidade energética de cada voluntario foi
calculada por calorimetria indireta de acordo com o protocolo descrito anteriormente por
Alves et al.,, (2014a) e em seguida, 250 kcal/dia foram subtraidas. Essa reducdo calérica
previa uma perda de peso de aproximadamente 1kg/més. Todas as dietas forneciam 15%
de proteina, 30% de lipidio e 55% de carboidrato em relacdo ao valor calorico total.

Os grupos AO e AC consumiram uma porcdo diaria de 56g de AAO e ACO,
respectivamente, ja inseridos no calculo da prescricdo da dieta, dessa forma, a restricdo

calorica e o perfil de macronutrientes da dieta prescrita foi foram semelhantes entre os
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trés grupos experimentais. O grupo CT seguia apenas a dieta hipocalérica e ndo consumia
nenhum alimento teste. Os voluntarios foram orientados a consumir a porcdo de
amendoim fornecida de uma Unica vez em qualquer horario do dia. Além disso, por se
tratar de um estudo de intervencdo em condi¢Oes de vida livre, todos os voluntarios foram
instruidos a utilizar uma lista de substituicdo de alimentos para auxiliar no seguimento da
dieta.

Os amendoins de ambos os tipos foram preparados em calor seco e em seguida
embalados avacuo e armazenados para posterior distribuicdo aos voluntarios. As porgdes
de ACO e AAO continham, respectivamente, 13,6 e 12,89 de carboidrato, 16,8 e 16,39
de proteinas, 24,0 e 24,79 de gordura e 5,0 e 5,5g de fibra alimentar. O &cido graxo oleico
representa 51,0% do total de gordura do ACO e 81,5% do AAQO.

Procedimentos metodol6gicos

Todas as avaliacdes foram realizadas ao inicio e ao final do periodo de interve ngédo
de 4 semanas. Nas 72h anteriores ao inicio do estudo, os participantes foram instruidos a
ndo consumir &lcool ou cafeina, manter o nivel de atividade fisica habitual e manter a
regularidade do sono (8h/noite). Foram avaliados peso, altura, perimetro da cintura e
diametro abdominal sagital, seguindo protocolos padronizados. A coleta de sangue em
jejum foi realizada por puncdo na veia antecubital e as amostras foram centrifugadas a
2.200g por 15min a 4°C, em sequida foram aliquotadas e armazenadas a -80° C para
futuras andlises.

As dosagens de colesterol total e fracOes, triacilglicerdis, glicose, insulina e
proteina C-reativa, foram realizadas em jejum por métodos de analise automatizados
utilizando Kits comerciais como descrito anteriormente (ALVES etal., 2014a). O HOMA-
IR (Homeostasis model assessment of insulin resistance) foi calculado de acordo com a
equacdo proposta por Matthews et al (1985). A resisténcia a insulina foi classificada de
acordo com Ascaso et al., 2001 (ASCASO et al., 2001).

A avaliagdo da peroxidagdo lipidica, baseou-se na dosagem do malondialdeido
(MDA) como uma das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS). Foi utilizado
0 método descrito por Buege e Aust, (1975) com modificagdes e as andlises feitas em
duplicata utilizando amostras de plasma. Brevemente, 100 pL de plasma, foram
adicionados a 200pL solugdo TBARS (&cido tricloroacético a15% e acido tiobarbitdrico
a 0,375%, dissolvidos em HCL 0,25 N), agitados e colocados em banho-maria por 45

minutos a aproximadamente 80° C. Em seguida foram adicionados 300 pL de N-butanol
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e centrifugados por 8 minutos a 2500 rpm. Apos a centrifigagdo, 200 uL do sobrenadante
foram pipetados em microplacas e a leitura realizada a 535nm em espectrofotometro
(Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer). Os resultados foram calculados de
acordo com a curva-padrédo que variou de 0-8 uM/L.

A concentracdo de Oxido Nitrico (ON) foi avaliada por meio do Reativo de Griess
(sulfanilamida a 1 % e naftil-etileno-diamina a 0,1 % em H3PO4 a 2,5 %)(GRISHAM;
JOHNSON; LANCASTER, 1996). Amostras de plasma de 50 pL foram adicionadas em
microplacas com igual volume do Reativo de Griess e incubado a temperatura ambiente
por 15 min, em seguida foi realizada a leitura a 540nm em espectrofotometro
(Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer). As analises de ON foram realizadas
em duplicata. A concentragdo de ON das amostras foi determinada utilizando uma curva
padrdo com concentracBes conhecidas de nitrito de sddio que variou de 0-125 uM/L.

A atividade da Superdxido Dismutase (SOD) foi determinada em tripilicata e
baseou-se na capacidade desta enzima em catalisar a reacdo do superdxido (O?-) em
peroxido de hidrogénio (H202) diminuindo assim a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol
(MARKLUND; MARKLUND, 1974). Para a determinacdo da atividade enzimatica, foi
adicionado em microplacas 30 pL de plasma, seguido da adigdo de 99 pL de tampao
fosfato (50 mM), 6 pL de MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio) e 15 uL de pirogalol. Em seguida, a placa foi incubada por Smin a 37°C.
Ap0s o periodo de incubacdo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 150 uL. de DMSO
(Dimetilsulfoxido ou Sulfoxido de dimetilo). A leitura da placa foi realizada em leitor de
Elisa (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) a 570nm. A atividade da SOD foi
expressa em U de SOD/L. Foi ainda calculada a razdo SOD:MDA.

A enzima glutationa S-tranferase (GST) teve sua atividade mensurada a partir da
formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variacdo da
absorbancia a 340 nm por 60s. Para a analise, foram adicionados em uma cubeta 970 pl
de tampéo fosfato (0,1 M; pH 7,0), 10 il de CNDB (0,1 M diluido em etanol 80%), 10
pL de solucdo fresca de GSH (0,1 M diluido em tampéo fosfato a 0.1M, pH 7,0) e 10 pL
da plasma, em seguida, foram realizadas leituras nos tempos, 0, 30, 60 e 90 segundos. A
formacgdo do conjugado ocorre espontaneamente no substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
(CDNB) em reacdo ndo enzimatica, sendo acelerada pela atividade das enzimas GST.
Uma unidade (U) de GST equivale a quantidade de enzima que forma 1mol do conjugado

glutationa-2,4- dinitrobenzeno por minuto. O coeficiente de extingdo molar do CDNB
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(340=9,6 mM-1 cm-1) foi utilizado para os célculos (HABIG; PABST; JAKOBY, 1974).
A atividade da GST foi expressa em pmol mint g,

........ 76 randomizados

150 homens recrutados

_> 74 excluidos:

- 60 nédo elegiveis
- 14 desisténcias

25 controles (CT)

24 amendoim convencional (AC)

27 amendoim alto-oleico

—> 3 retirados:

-—> 1 retirados:

-1 baixa adesdo a dieta : -1 motivos pessoais
-2 motivos pessoais :

22 completaram o estudo

23 completaram o estudo
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protocolo

21 incluidos nas analises
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final da intervencéao

21 incluidos nas analises

Figura 1. Fluxograma dos participantes inseridos no estudo. Adaptado de Alves et al., (2014).

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas por meio o programa SPSS (verséo 22.0).
A normalidade das varidveis foi calculada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk. Os
resultados foram apresentados como média * erro padrdo. As varidveis foram comparadas
entre 0s grupos por meio dos testes ANOVA ou Kruskal-Wallis, seguidos
respectivamente pelos testes post hoc de Tukey’s e Dunn’s. Dentro de cada grupo, as
diferengas apds a intervengdo (A= Final — inicial) foram calculadas pelos testes de

Wilcoxon ou Teste t pareado. O critério adotado para a significancia estatistica foi p<0,05.

Resultados

Sessenta e quatro voluntarios completaram o estudo (Figura 1). A média de idade
foi de 27 + 0,9 anos e de IMC de 29,76 + 0,3 kg/m?. Entre os voluntarios 61% (n=39)

eram sobrepeso e 0s demais obesos. Sete participantes no grupo AO (33,3%), trés no
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grupo AC (14,2%) e dois no grupo CT (9,0%) eram resistentes a insulina (HOMA-IR

>3,5). As caracteristicas antropométricas e bioquimicas néo diferiram significativame nte

entre 0s grupos no inicio do estudo, com exce¢do da insulina e do HOMA-IR que

apresentaram valores mais elevados no grupo AO (p<0.05) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas basais dos participantes de acordo com o grupo experimental.

CT (n=22) AC (n=21) AO (n=21) p
Idade (anos) 274 +£16 280 £15 272 +£18 0,728
Peso (Kg) 94,5 +24 92,7 2.1 95,5 +2,2 0,695
Altura (m) 1,7+01 1,7+01 1,7+01 0,898
IMC (Kg/m?) 29,7 £0,5 294 +04 30,1 £0,5 0,802
Perimetro da cintura (cm) 102,2 £19 100,5 1.2 1023 +16 0,697
Diametro sagital (cm) 234 £0,6 24 £04 23,16 £ 0,53 0,447
Relagdo cintura estatura 574 +10 56,7 +0,7 574 +09 0,837
ON (umol/L) 346 £33 27,92 + 397 40,88 £7,3 0,413
MDA (umol/L) 0,54 0,1 1,04 £0,1 0,69 £0,1 0,062
SOD (U/L) 0,44 +0,04 0,55 +£0,05 0,47 £0,03 0,258
GST (umol min-1 g-1) 191 £0,1 153 £0,2 1,69 £0,1 0,370
MDA:SOD 0,73 £0,2 1,88 £0,3 1,26 £0,2 0,119
Glicose (mg/dL) 91,3 £14 92,2 +2,5 91,7 £1,8 0,854
Insulina (uU/mL) 8,7 + 14 83+112 11,5 +0,9° 0,023
HOMA-IR 19+0,3 2,0 £0,32 2,6 +0,2° 0,033
Colesterol Total (mg/dL) 187,3 £ 9,8 1946 + 9,8 180,8 + 9,1 0,607
LDL-c (mg/dL) 121,9 + 83 1275 +101 110,1 + 84 0,395
VLDL-c (mg/dL) 24,1 £2,1 272 £34 28,6 £33 0,821
HDL-c (mg/dL) 40,3 +2,5 43,7 £33 382 +20 0,270
Colesterol total:HDL-c 4,85 +0,29 471 £0,2 4,90 £0,30 0,896
LDL-c:HDL-c 317 £0,2 3,02 £0,2 2,90 £0,24 0,708
Colesterol ndo-HDL-c 147,0 £ 9,9 150,9 £ 9,2 1425 £ 8,6 0,821
Triacilglicerdis (mg/dL) 120,0 + 10,5 160,0 + 28,6 155,9 +20,2 0,689
PCR-us (mg/dL) 14 +03 13+02 16 £0.2 0,373

Os valores sdo média e erro da média. O valor de p refere-se a comparacdo das caracteristicas basais
entre 0s grupos experimentais (ANOVA ou Kriskal-Walis; p<0.05). Os valores com diferenca estatistica
significante estdo indicados por letras. AO, grupo amendoim alto-oleico; AC, grupo amendoim
convencional; CT, grupo controle; IMC, indice de massa corporal; ON, 0xido nitrico; MDA,
malondialdeido; SOD, super6xido dismutase; GST, glutationa S transferase; HOMA-IR, modelo de
avaliacdo da homeostase da resisténcia a insulina; LDL-c; lipoproteina de baixa densidade; VLDL-c,
lipoproteina de muito baixa densidade; HDL-c, lipoproteina de alta densidade; PCR-us, proteina C-

reativa ultrassensivel.
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Todos os grupos apresentaram reducdo significativa de peso, IMC, perimetro da
cintura, relacdo cintura estatura e diametro sagital em relacdo aos valores basais (Tabela
2). As diferencas entre grupos observadas nas concentraces de insulina e HOMA-IR no
baseline, ndo permaneceram apo6s o periodo de intervengdo. O HOMA-IR aumentou 6,8%
no grupo CT em relagdo ao valor inicial, enquanto o grupo AO reduziu -0,05%, apesar
do grupo AO ter iniciado o0 estudo com maior HOMAIr (2,6 £ 0,2) e 0 CT com o menor
HOMA-IR (1,9 £ 0,3). J& a insulina, apresentou reducdo em ambos 0S grupos que
consumiram amendoim (p>0,05). Embora clinicamente irrelevante, a concentracdo de
glicose aumentou apds a intervengdo nos grupos AO (5,8%; p<0.05) passando de 91,8
para 96, mg/dL e CT (4,8%; p<0,05) passando de 91,4 para 95,4 mg/dL.

Tabela 2. Mudancanos marcadores de risco cardiometabdlico apés o periodo de intervencgéo.

CT (n=22) AC (n=21) AO (n=21) p
Peso (Kg) -2,24 +0,35* -157 £ 0,2* -1,58 +0,3* 0,221
IMC (Kg/m?) -0,69 £ 0,1* -0,51 + 0,07* -0,50 + 0,09* 0,299
Perimetro da cintura (cm) -2,06 +0,3* -2,10 + 04* -1,29 +0,2* 0,223
Didmetro sagital (cm) -0,86 + 0,1* -0,73 £ 0,1* -0,59 +0,1* 0,393
Relacdo cintura estatura -1,1 +0,1* -1,2 +0,2* -0,7 £ 0,1* 0,215
Glicose (mg/dL) 40 + 1,8 25 £27 49 + 17* 0,737
Insulina (uU/mL) 02+14 -0,3 +0,6 -0,6 £ 0,7 0,417
HOMA-IR 01+03 -0,09 + 0,2 -0,001 +0,1 0,368
Colesterol Total (mg/dL) -13,8 +£59* 28170 -11,0 £ 7,8 0,585
LDL-c (mg/dL) 92 +53 08 +59 15+75 0,412
VLDL-c (mg/dL) -12+£20 -085 %19 -3,27 £ 26 0,274
HDL-c (mg/dL) -4,0 £ 1,3* -28 £ 1,7% -30 £ 1,2% 0,842
Colesterol total:HDL-c -0,004 £0,1 0,30 £0,1* 0,09 +0,1 0,349
LDL-c:HDL-c -0,05 £0,1 0,31 £0,1* 0,31 £0,1 0,144
Colesterol ndo-HDL -118 £ 57 00+59 8072 0,408
Triacilgliceréis (mg/dL) 14,6 + 17,7 -279 +14,9* -28,8 £ 13,0* 0,081
PCR-us (mg/L) 05+04 -01+0,1 -0,05 £ 0,2 0,259

Os valores sdo média e erro da média. O valor de p refere-se a comparacdo das caracteristicas basais
entre os grupos experimentais (ANOVA ou Kriskal-Walis; p<0.05). Os valores com diferenca estatistica
significante estdo indicados por letras. * indica diferenga entre os valores final e inicial. CT, grupo
controle; AC, grupo amendoim convencional; AO, grupo amendoim alto-oleico; IMC, indice de massa
corporal; HOMA-IR, modelo de avaliagdo da homeostase daresisténcia a insulina; LDL-c; lipoproteina
de baixa densidade; VLDL-c, lipoproteina de muito baixa densidade; HDL-c, lipoproteina de alta
densidade; PCR-us, proteina C-reativa ultrassensivel

A reducdo observada na concentragdo de HDL-c foi significativa em todos os

grupos. O VLDL também apresentou reducdo em sua concentragdo em todos 0s grupos,
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porém, sem significancia estatistica. O LDL-c e colesterol total reduziram apenas no
grupo CT -10,5% (p>0,05) e -8,4% (p<0,05) respectivamente. As taxas, Colesterol total:
HDL-c e LDL-c:HDL-c reduziram de forma ndo significante no grupo CT -0,09% e -
2,3%, enquanto no grupo AC aumentaram 6,5% e 7,7% respectivamente (p<0,05). O
colesterol ndo-HDL reduziu nos grupos AO (-5,6%) e CT (-8,0%) (p>0,05). As
concentragdes de triacilglicerol e PCR-us reduziram apenas nos grupos gue consumiram

amendoim, porém, essa reducdo so foi significativa para o triacilglicerol.
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Figura 2. Média das dosagens em jejum dos marcadores de estresse oxidativo. As diferengas entre os
grupos experimentais estdo indicadas por letras (ANOVA ou Kruskal-Wallis, p<0.05). * significa diferenca
entre os valores final e inicial (Teste T ou Wilcoxon, p<0.05). A, concentra¢do de 6xido nitrico (ON); B,
concentragdo de Malondialdeido (MDA); C, atividade da Super6xido dismutase (SOD); D; atividade da
glutationa S-trasnferase; E, taxa MDA:SOD; F, taxa MDA: GST.

Apos o periodo de intervencdo MDA e a taxa MDA:SOD apresentaram-se

significativamente menores no grupo CT em relacdo aos grupos AO e AC. As
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concentracdes de ON néo diferiram dentro ou entre grupos. A atividade dasenzimas SOD
e GST ndo apresentaram alteragcdes significativas, porém a atividade da SOD reduziu
ligeiramente nos grupos que consumiram amendoim (AC,-7,2% ; AO,-6,3%), enquanto
a atividade da GST apresentou aumento nos grupos CT (4,1%) e AO (13,6%) e reducéo
no grupo AC (-0,1%) (p>0,05) (Figura 2).

Discussao

No presente estudo, o consumo diario de 56g de AAO ou ACO nédo prejudicou a
perda de peso ao ser oferecido em paralelo a uma dieta hipocalorica, apesar disso, seus
efeitos em marcadores cardiometab6licos ndo foram superiores aos da dieta isenta de
oleaginosas. Além disso, a insercdo de amendoins na dieta ndo interferiu de forma
expressiva no estado antioxidante dos voluntarios.

O excesso de peso e a obesidade estdo associados ao desenvolvimento de
comorbidades e ao maior risco de doenca cardiovascular (DCV), dessa forma, uma
reducdo de 5-10% do peso corporal pode contribuir para a diminuicdo do risco de DCV
(CANNON, 2007). Em nosso estudo, nds observamos uma reducdo média de 1,5kg
(1,6%) de peso corporal nos grupos que consumiram amendoim, superior a perda de peso
prevista pela dieta, que era de aproximadamente 1kg. Outros estudos clinicos tém
sugerido que o consumo de nuts paralelo a restricdo calorica pode favorecer a perda de
peso, possivelmente por aumentar a saciedade e a termogénese (IBARROLA-JURADO
et al,, 2013; ALVES et al., 2014a; 2014b). Além disso, apesar de densamente caloricas,
a incompleta mastigacdo das nuts prejudica a absorcdo e promove maior excregdo fecal
de gordura (IBARROLA-JURADO etal., 2013).

O indice de adiposidade RCE é um marcador com maior sensibilidade para
predizer risco cardiometabdlicos do que o IMC ou perimetro da cintura (ASHWELL;
HSIEH, 2005; ASHWELL,; GUNN; GIBSON, 2012). No presente estudo, foi observado
reducdo significativa na RCE em todos os grupos, independentemente da perda de peso,
visto que a maior reducdo na RCE foi observada no grupo AC, o qual apresentou menor
reducdo de peso corporal. De forma semelhante, a gordura abdominal também diminuiu
em todos os grupos, como verificado pelo menor perimetro da cintura e didmetro sagital,
contribuindo para a reducéo do risco cardiovascular.

O efeito das nuts sobre a sensibilidade a insulina, estd intimamente relacionado

com mudancas no peso corporal (BARBOUR et al.,, 2015). Apesar de ndo significativa,
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a reducdo do HOMA-IR e insulina observada nos grupos que consumiram amendoim
foram provavelmente influenciadas pela perda de peso e aumento na ingestio AGMI.
Embora as concentraces de glicose tenham aumentado apés a intervencdo, todos os
grupos permaneceram dentro do limite de normalidade. Barbour et al. (2015), também
observaram associa¢do entre o consumo de AGMI e reducdo de insulina apds 12 semanas
de intervencdo com amendoim do cultivar alto oleico (BARBOUR et al., 2015). Uma
recente revisdo, demonstrou melhora da sensibilidade a insulina e regulacdo da glicose
apos o consumo de dietas ricas em AGMI tanto por individuos saudaveis quanto por
individuos  diabéticos (GILLINGHAM; HARRIS-JANZ; JONES, 2011). Entre o0s
mecanismos envolvidos nesse efeito estdo a possivel alteracdo na composicdo de acidos
graxos da membrana celular promovida pela ingestio de AGMI (DIMOPOULOS et al,,
2006). Tal alteracdo, possui efeito funcional sobre a permeabilidade e fluidez da
membrana, gue passa a apresentar maior afinidade ao receptor de insulina e aumentar a
expressdo dos transportadores de glicose (WEICKERT, 2012).

Estudos clinicos mostram que a reducdo de triacilglicer6is promovida pelo o
consumo de alimentos fonte de AGMI é mais eficaz quando esse marcador apresenta-se
elevado (SABATE; ODA; ROS, 2014). Tal fato, condiz com o resultado do presente
estudo que mostra redugdo significativa de triacilglicerol nos grupos que consumiram
amendoim (AO, -18,4%; AC, -17,4%), 0s quais apresentavam concentracdo média
superior al50mg/dL no baseline. Uma possivel explicacdo é fato de a degradacdo do
triacilglicerol pela enzina lipoproteina lipase (LPL) exibir especificidade pelo substrato,
onde sdo degradados preferencialmente triacilglicer6is compostos por acidos graxos de
cadeia longa com insaturagdes, justificado pela presenca principalmente AGMI no
amendoim, especialmente o &cido graxo oleico (C18:1n9) (WANG; HARTSUCK;
MCCONATHY, 1992; PERONA et al., 2010). Dessa forma, sugerimos gue 0 cOnsumo
de amendoim pode ter desempenhado um papel ativo na reducdo dos triacilglicerdis
plasmaticos.

O estudo NHANES 1999-2004, mostrou que o consumo de nuts, incluindo
amendoins estava associado com um risco 20% menor de reducdo no HDL-c (O’NEIL et
al, 2011). No PREDIMED, ap6s trés meses de acompanhamento o0s voluntirios
apresentaram reducdo de triacilglicerois e aumento de HDL-c posterior ao consumo da
dieta do mediterraneo enriquecida com nuts (ESTRUCH et al., 2006). Coelho et al.
(2006), também encontraram aumento nas concentracdes de HDL-c em individuos com

excesso de peso apos o consumo de 6leo de amendoim por 4 semanas (COELHO et al.,
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2006). Contrariamente, nos observamos reducdo significativa de HDL-c em todos 0s
grupos. Corroborando com Berryman et al. (2015) que também encontraram reducao
significativa nas concentra¢cfes de HDL-c ap0s o consumo diario de aproximadame nte
50g de nuts por individuos com excesso de peso (BERRYMAN et al., 2015). Além disso,
alguns estudos prospectivos ndo tem verificado associagcdo entre as concentracOes de
HDL-c e 0 consumo de nuts, embora tal lipoproteina possua funcdo cardioprotetora, e seu
aumento seja frequentemente associados ao consumo de nuts (IBARROLA-JURADO et
al., 2013; SABATE; ODA; ROS, 2014).

As mudangas nas concentragfes de VLDL em resposta ao consumo de dieta
enriguecida com nuts, mostram resultados discordantes em alguns estudos clinicos
(MERCANLIGIL et al., 2007; SHERIDAN et al., 2007). N6s observamos reducdo do
VLDL em todos os grupos, embora de forma ndo significativa, sendo o maior percentual
de reducéo no grupo AO (-11,3%). Em contrapartida o colesterol total reduziu apenas no
grupo CT condizente. Apesar do aumento médio de 0,9% observado nos grupos que
consumiram amendoim, as concentracdes finais de LDL-c permaneceram dentro do
limite de normalidade.

As mudangas nas taxas colesterol totalHDL-c e LDL-c:HDL-c sé&o consideradas
melhores preditores do risco cardiovascular do que mudangas somente no LDL-c
(MERCANLIGIL et al., 2007). Quando as taxas colesterol totalHDL-c e LDL-c: HDL-
c apresentam-se  superiores a 4,5 e 3,5 respectivamente, o risco cardiovascular €
aumentado (MAHLEY et al., 1995). Em nosso estudo, ao final da intervencdo, houve
aumento significativo em ambas as taxas no grupo AC, porém, somente o colesterol
totalHDL-c excedeu o limite de 4,5, favorecendo um estado pré-aterogénico. Esses
resultados devem-se principalmente a reducdo significativa de HDL-c observada em
todos os grupos. Em contrapartida, Mercanhgil etal (2007), observaram que 0 consumo
de nuts por um periodo de trés semanas foi eficaz na redugdo tanto do colesterol
totalHDL-c quanto do LDL-c:HDL-c em homens adultos hipercolesterolémicos
(MERCANLIGIL et al., 2007). Recentes evidéncias também indicam que o colesterol
ndo-HDL é um preditor de risco mais sensivel para DCV do que LDL-c isoladame nte,
uma vez que engloba todas as particulas aterogénicas contendo colesterol, incluindo o
préprio LDL-c e VLDL (DOW et al., 2013). Entretanto, nenhum dos grupos apresentou
alteracdo significativa no colesterol ndo-HDL-c, embora ele tenha reduzido nos grupos
CTe AO -8,0% e -5,6% respectivamente.
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Frequentemente, PCRus é utilizada como um marcador de risco cardiovascular
por estar envolvida na origem da lesdo aterogénica, podendo reduzir a expressdo de ON,
sintese de prostaciclina, e se ligar ao LDL-c promovendo maior agregacdo de macrdfagos,
um passo essencial na aterogénese (RIDKER; MORROW, 2003; YOUNG; RIFAI,
2009). Além disso, também regula a expressdo de moléculas de adesdo em células
endoteliais (RIDKER; MORROW, 2003). Embora ndo significante, no presente estudo
verificou-se um aumento médio de 40% na concentragdo plasmatica de PCRus no grupo
CT, enquanto 0s grupos que consumiram amendoim reduziram em média 8,0% a
concentracdo de PCRus plasmatico, possivelmente tal comportamento deve-se a
capacidade anti-inflamatoria dos AGMI, especialmente acido graxo oleico (SALVADO
et al., 2013). De forma semelhante, um estudo de coorte verificou que individuos que
aderiram a dieta do mediterraneo, apresentaram reducdo de 20% na concentracdo de
PCRus (CHRYSOHOOQU et al., 2004).

Entre os marcadores de estresse oxidativo avaliados, somente o MDA apresentou
diferenca estatistica entre os grupos, mostrando-se menor no grupo CT. Além disso, apds
a intervencdo, esse grupo também reduziu significativamente as concentracbes de MDA
em relacdo ao baseline. Uma possivel explicacdo inclui o menor consumo de gordura
total observado no grupo CT em relacdo aos grupos AO e AC. Embora o consumo de
amendoins por quatro semanas ndo tenha reduzido o MDA plasmatico, estudos prévios
mostram que 0 consumo de nuts, reduzem a peroxidacdo lipidica por aumentar a ingestdo
de vitamina E, AGMI e polifendis (HADDAD et al., 2006; JENKINS et al., 2008).
Entretanto, vale ressaltar que apesar de alta concentracdo de gordura insaturada, o
consumo de AAO ndo ocasionou aumento nas concentracdes de MDA. Condizente com
o resultado anterior, ataxa MDA:SOD, interpretada como um indice do estresse oxidativo
(SKRHA et al, 1999), apresentou significante reducdo no grupo CT, reflexo da
expressiva diminuicdo de MDA e ndo por aumento na atividade enzimética da SOD.

Estudos de intervencdo com nuts ou mesmo amendoim que avaliem a atividade
enzimatica da SOD ainda s@o escassos. No presente estudo, ndo foi observada alteracdo
na atividade desta enzima. Da mesma forma, a atividade da GST também mostrou-se
pouco afetada ap6s o consumo de amendoim. Acreditamos que o constante fornecimento
de antioxidantes ndo enzimaticos por meio do consumo didrio de amendoim pode ter
evitado o aumento das concentracBes de radicais livres e contribuido para o equilibrio do
estado antioxidante. Dessa forma, ndo houve formagdo de produtos oxidativos e

consequentemente, ndo houve estimulo para o aumento das concentragBes de enzimas
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antioxidantes. Tal hipdtese é reforcada pelo comportamento dos marcadores avaliados,
que mostram modesta reducdo nas concentracbes de ON nos grupos que consumiram
amendoim, seguido da pouca alteragdo na atividade das enzimas SOD e GST, além de
ndo ter sido observado mudancas relevantes nas concentragbes de MDA como
apresentado anteriormente. Entretanto, a avaliagdo de outros marcadores que reforcassem
nossa hipotese ndo foi objetivo do estudo.

Condizentes com nossos resultados, ao avaliar o efeito do consumo de nuts em
individuos com sindrome metabolica Davis et al. (2007) verificaram melhora da
capacidade antioxidante total, que reflete 0 aumento das concentragdes de antioxidantes
ndo enzimaticos no plasma, entretanto, ndo foram observadas alteracdo na atividade da
glutationa peroxidase ou glutationa redutase (DAVIS et al., 2007). Além disso, a maioria
dos voluntarios do presente estudo, ndo apresentavam comorbidades associadas ao
excesso de peso 0 que poderia estar acompanhado de um estado antioxidante mais
equilibrado. Dessa forma, o impacto do consumo do amendoim, pode ter sido
minimizado, uma vez que intervencbes com nuts parecem reduzir o estresse oxidativo de
forma mais eficiente em individuos com maior alteracdo oxidativa (LI et al., 2007).

O presente estudo apresenta algumas limitacdes. Ofato de nossos voluntarios nédo
apresentarem comorbidades prejudicou a avaliagdo do efeito do amendoim sobre fatores
de risco cardiometabdlicos, uma vez que, apesar de obesos, a maioria dos nossos
voluntarios ndo apresentavam alteracbes associadas ao excesso de peso. A ndo avaliagdo
dos antioxidantes ndo enzimaticos do amendoim, também é um fator limitante j& que eles
também interferem em parametros metabolicos e principalmente no estresse oxidativo.
Apesar disso, o0 consumo de outras oleaginosas que pudessem interferir nos resultados do
estudo foram bem controlados e todos os voluntarios seguiram adequadamente o
protocolo do estudo.

Em conclusdo, no presente estudo, o consumo de amendoim promoveu beneficios
cardiometabolicos adicionais em relacdo a dieta controle. Os grupos que consumiram
amendoim apresentaram beneficios adicionais em relagdo ao grupo CT, como reducdo de
triacilgrliceréis e, ainda que ndo significativo, reducdo nas concentracdes de PCR,
insulina e HOMA-IR. Porém, nossos resultados devem ser interpretados com cautela,
considerando a presenca de resultados contraditérios importantes, como a reducdo de
HDL-c observada em todos os grupos, seguido do aumento de aproximadamente 1% de
LDL-c nos grupos teste. Alem disso, ndo foi observado diferenca relevante entre o efeito

do consumo de AAO ou ACO sobre os marcadores cardiometabdlicos. Quanto ao estresse
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oxidativo, ndo houve alteracdo significativa em nenhum dos marcadores avaliados,
entretanto, o consumo de amendoim pode ter contribuido para a manutengdo do equilibrio
no estado antioxidante uma vez que ndo foi observada alteracdo na atividade das enzimas
antioxidantes avaliadas e na concentracdo do MDA, enquanto o ON apresentou modesta

reducdo apenas nos grupos que consumiram amendoim.
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CONCLUSOES GERAIS

Nos observamos que o consumo diario de amendoim paralelo a uma dieta restrita
em calorias, pode trazer beneficios ao estado inflamatério, composicdo corporal e
melhorar alguns marcadores de risco cardiometabdlico em homens com sobrepeso e
obesidade. A insercdo de 56 g de amendoim a dieta, promoveu reducdo na concentragao
plasmética de TNF pds-prandial, que juntamente com a perda de peso e reducdo da
gordura abdominal, podem ter contribuido para a modesta melhora na sensibilidade a
insulina observada nos grupos que consumiram amendoim. A composicdo corporal apds
a intervencdo foi positivamente influenciada pelo consumo de amendoim, especialmente
do cultivar alto oleico, visto que os grupos AC e AO apresentaram maior redugdo de
gordura e menor perda de massa magra. Embora seja fonte de antioxidantes nao
enzimaticos, oconsumo regular de amendoim ndo interferiu na atividade de nenhuma das
enzimas antioxidantes avaliadas, provavelmente por ter promovido um equilbrio no
estado antioxidante dos participantes do presente estudo, considerando que ndo foi
observado alteracOes relevante nas concentragdes de ON ou MDA nos grupos que
consumiram amendoim. Conclui-se entdo, que o consumo didrio de amendoim apresenta
beneficios a salde, porém, mais estudos sdo necessarios afim de melhor avaliar seu efeito
sobre inflamacéo, risco cardiometabdlico e estresse oxidativo. Dessa forma seu consumo

poderéa ser inserido como parte da dieta destinada a individuos com excesso de peso.
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ANEXO 1

MINISTERIO DA EDUCACAD
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VIGDSA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANDS

OF Ref N* 185/2011/Comité de Etica

Vigosa, 16 de dezembro de 2011,

Prezada Professora:

Cientificamos V. 5", de que o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos, em sua 9 Reunido de 2011, realizada nesta data, analisou e
apravou, sob o aspecto ético, o projeto intitulado Ffeitos do consumo de
amendoim na composipie  corporal, metabolismo  energético, dapeiite,
marcadores de inflamagdo e do estresse oxidativo € na microbiota €
permeahilidade intesiinal em obesos.

Alenciosamente,
4 P '\“‘-._ / _(X&
'f{rn?ﬁ.smmc?’}rﬁfiﬁ?ﬁ}rﬂfﬁ e "é[;m“*ﬂ :

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Presidente

A Professora
Rita de Cassia Gongalves Alfenas
Drepartamente de Nutrigio ¢ Sadde

{rhs.
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ANEXO 2

Rec: Proj:

QUESTIONARIO DE SELECAO

Nome: Data: / /

Data denascimento: __ / / Idade:

Endereco:

Telefone Casa: Trabalho: Cel:

E-mail:

Escolaridade:

Ocupacéo:

Vocé ou seus familiares ja apresentaram ou apresentamalgumas destas doencas:

Estado Atual

Nunca Data diagndstico Pouco controlado Bem controlado Curado

Doenga cardiovascular

Diabetes

Hipoglicemia

Hipertenséo arterial

Cancer

Anorexia/Bulimia

Doencas psiquiatricas

Anemia

Osteoporose

Tireoidopatias

Doenca renal

Doenca celiaca

Doenca intestinal crdnica

Outras doencas *

*Especifique:

Vocé faz uso de algum medicamento? () Néo () Sim

Quais:

Vocé tem alguma alergia a medicamentos, alimentos ou outras substancias, ou alguém de sua familia ja
apresentou algum tipo de alergia? ( ) Néo () Sim

Se sim, quais: -

87




Sintomas:

_ Vocé fuma ou usaoutro tipo de fumo, se sim qual freqiiéncia? () Néo () Sim

Quais:

Vocé pratica atividades fisicas regulares?
() Néo ( )Sim

Quais:

Vocé consome bebida alcoélica? Se sim, qual tipo e com que freqiiéncia? ( )Nado () Sim

Bebida Quantidade Frequéncia g alcool
Cerveja
Cachaca
Caipirinha
Run/Vodka
Ice

Vinho
Whisky
Catuaba
Licor

Vocé tem alguma aversdo, intolerancia ou alergia alimentar? Favor excluir da respostaalimentos que vocé
apenasndogosta. () Nao () Sim

Quais e sintomas:

Quais os alimentos que vocé ndo gostaou ndo ingere por motivos religiosos/filoso6ficos?

Quais os alimentos que vocé mais gosta?

Indique as horas do dia em que vocé consome refeicdes e lanches. Coloque a letra R para refeigdes e L
para lanches sob cadahora do dia.

manha e inicio da tarde

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

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Vocé perdeu ou ganhou mais do que 3Kg nos Gltimos 6 meses? () Néo () Sim
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Antropometria, PA, Biogquimicos BIA TANITA
Estatura Gordura (%) Gordura (%)
Peso Gordura (kg) TMB (kcal/dia)
IMC MM (kg) Resisténcia
CC (ponto médio) TMB (kcal/dia) Gordura (kg)
CC (Cicatriz) Agua (L) MM (kg)
CC (menor curva) Agua (% peso) Agua (kg)
CC (sobre crista) Agua (% MM)
CQ Resisténcia
C. Coxa
C. Pescoco
DAS ponto médio
DAS cicatriz
DAS menor curva
DAS sobre crista
Presséo Arterial
Colesterol
Triglicerideo
Glicose
( )Perdeu ) Ganhou __ Kg
Qual o maior pesoquevocé ja tevee com queidade? Peso:  Idade:
Qual o menor pesoquevoceé ja tevee com queidade? Peso: ~ Idade:

Vocé utiliza alguma forma de suplemento alimentar? (ex vitaminas, minerais, proteinas etc.)

( ) Nao () Sim. Sesim, liste abaixo:
Marca do produto Tipo de suplemento Dosagem Freqliéncia de uso
Uma variagdo de 3 kg afetaria 0 modo como vocé vive hoje?
() Nada ) Um pouco () Moderadamente () Muito

89




ANEXO 3-A

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estou ciente de que:

1. Os procedimentos que serdo adotados na pesquisa “Efeitos do consumo de amendoim
na composicdo corporal, metabolismo energético, apetite, marcadores de inflamacéo edo
estresse oxidativo e na microbiota e permeabilidade intestinal em obesos” consistemem:
aplicacdo de questionarios para obtencéao de dados pessoais e sobre a ingestao alimentar
e o nivel de atividade fisica; avaliagbes antropométricas ndo invasivas (peso, altura,
circunferéncia da cintura e do quadril e, avaliagdo da composigdo corporal); de medida
da pressdo arterial; de exames de sangue (por puncdo digital e venosa); coleta de urina e
de fezes; e consumo diario ou ndo de um alimento teste durante o estudo. O estudo
completo tera duracdo de 4 semanas consecutivas.

2. Como participante do estudo ndo serei submetido a nenhum tipo de intervencéo que
possa causar danos a minha salde, visto que as condutas a serem adotadas objetivam a
promocdo da mesma e sdo respaldadas na literatura cientifica.

3. Estou ciente de que ndo terei nenhum tipo de vantagem econémica ou material por
participar do estudo, além de poder abandonar a pesquisa em qualquer etapa do
desenvolvimento, sem qualquer prejuizo.

4. Estou em conformidade que meus resultados obtidos estardo disponiveis paraaagéncia
financeira e para a equipe envolvida na pesquisa e poderdo ser publicados com a
finalidade de divulgacéao das informac@es cientificas obtidas, sempre resguardando minha
individualidade e identificacéo.

De posse detodas as informagdes necessarias, concordo em participar do projeto.

Data: /[

Voluntario
Profa.Neuza Maria Brunoro Costa Profa. Rita de Cassia G. Alfenas
(Responsavel pelo projeto) (Responsavel pelo projeto)
Raquel Duarte Moreira Alves Ana Paula Boroni Moreira

(Doutoranda) (Doutoranda)



ANEXO 3-B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1- Titulo do estudo
Efeitos do consumo de amendoim na composicdo corporal, metabolismo energético, apetite,
marcadores de inflamacdo e do estresse oxidativo e na microbiota e permeabilidade intestinal em obesos

2- Objetivo do estudo

Avaliar os efeitos do consumo de amendoim convencionale do amendoim rico em acido graxo oléico
na composigdo corporal, metabolismo energético, apetite, marcadores de inflamagéo e do estresse oxidativo e
na microbiota e permeabilidade intestinal em por meio de um estudo de intervengéo nutricional, randomizado
e controlado que se realizard& com homens com obesidade grau .

3- Local de execucéo
O projeto sera desenvolvido no Laboratério de Metabolismo Energético e Composi¢do Corporal
(LAMECC) no Departamento de Nutricdo e Saude.

4- Nomes e namero do telefone da equipe enwlvida no projeto
Professores responsaveis: Rita de Cassia Gongalves Alfenas — 31 38993740
Neuza Maria Brunoro Costa — 28 35528656
Josefina Bressan — 31 38992692
Doutorandas executoras: Raquel Duarte M. Alves — 31 91207685 / 31 38993388
AnaPaula Boroni Moreira — 31 91413020 /38993388

5- Critérios de inclusdo dos individuos

A populacéo do estudo serd constituida por homens com idade entre 18 e 50 anos, com sobrepeso e
obesidade grau I (IMC entre 27 e 34,9 kg/m?), com circunferéncia do quadril > 90 cm, peso estavelnos Gltimos
trés meses e que ndo apresentemaversao ou intolerancia a amendoim. Ainda, para serem incluidos no estudo,
os voluntarios deverdo apresentar bom estado de salde, ou seja, auséncia de doencas crénicas e agudas bem
como glicemia, colesterolemia e trigliceridemia inferiores & 126, 240 e 150 mg/dL, respectivamente. Usuarios
regulares de medicamentos, bebida alcodlica e cigarros ndo poderéo ser incluidos na pesquisa.

6- Critérios de excluséo

Individuos que ndo atendam os critérios de inclusdo, e/ou que ndo concordem com os objetivos do
estudo. Serd excluido o voluntéario que durante o estudo apresente algum efeito adverso que o impeca de
continuar.

7- Critérios de atendimento e assisténcia, assimcomo responsaweis

Nos casos em que se identifique inadequacéo do estado nutricional, uma orientacdo individual, prescricdo

de dieta e acompanhamento nutricional sera realizada pela equipe responsavel.

8- Descricdo do estudo

Neste estudo clinico cego-simples controlado, parte dos voluntarios deverdo consumir, durante 4
semanas, 56g de amendoim, outra parte ndo recebera alimento algum. A todos os voluntarios sera prescrita
uma dieta hipocaldrica e sera solicitado mantenham o padrdo de atividade fisica durante a intervencdo. Dados
de antropometria, composicdo corporal, gasto energético, ingestdo alimentar, além de amostras de sangue e
urina, serdo coletados ao inicio e ao final da intervencéo.

9- Beneficios para os individuos

Todos os voluntérios incluidos ou ndo no estudo terdo seu estado nutricional avaliado e receberdo um
plano alimentar individualizado, visando areducéo de peso. Além disso, os participantes do estudoterdo acesso
aos seus dados de avaliacdo antropométrica, composicdo corporal e bioguimicos. Caso necessario, ao final do
estudo, todos os voluntarios receberdo um novo plano alimentar individualizado, visando a reducdo de pesoe
adequacdo dos dados bioquimicos que se apresentarem fora dos niveis de normalidade.
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10- Riscos para os individuos

Né&o existem riscos para a saude dos participantes, pois 0s procedimentos invasivos serdo realizados por
pessoas treinadas. A coleta de sangue seré realizada por um técnico em enfermagem, utilizando apenas
materiais descartaveis, sendo possivel uma sensacdo incdmoda ou dolorida na hora de colocar a agulha e
formacdo de hematomas no local da entrada da agulha, algumas horas apds o teste. Este técnico sera orientado
a ser o mais preciso possivelpara evitar estes incomodos aos participantes do estudo. O uso da bioimpedancia
elétrica e do DEXA para avaliagdo da composicdo corporal e do Deltatrac para avaliagdo de gasto energético
ndo envolvem riscos. Os alimentos fornecidos no estudo serdo elaborados com matéria prima de boa
procedénciae qualidade. E ainda, visando preservara satde dos voluntarios, o amendoim fornecido tera niveis
aceitaveis de aflatoxina assegurado portestes realizados por uma instituicdo credenciada a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.

11- Direito dos individuos de recusar-se a participar ou retirar-se do estudo
Todos os participantes terdo total liberdade de recusar-se a participar ou retirar-se em qualquer momento
do estudo,semnenhuma penalizagdo ou constrangimento

12- Direito dos individuos a privacidade

A aplicacdo dos questiondrios, coleta de dados secundarios e a afericdo das medidas antropométricas
seguidas da andlise e a divulgacdo dos resultados serdo realizadas assegurando-se a privacidade dos
participantes.

13- Publicacdo de informag®es

Os dados obtidos estardo disponiveis no Laborat6rio onde foi realizado o estudo e o voluntario terd
acesso a partir de consulta a equipe envolvida na pesquisa. Na publicacdo destes dados serdo mantidos os
direitos assegurados no item 12.
14- Informacdo financeira

Ndo havera nenhuma forma de contrato de trabalho ou remuneracdo para com os participantes

envolvidos.

15- Dano a salide
A metodologia aplicada ndo acarreta nenhumdano a satde dos participantes. A equipe de trabalho nédo
seresponsabiliza por informagfes ndo prestadas pelo avaliado, que possaminterferir na suasaude.

Todos os pontos levantados neste Termo de Consentimento foram discutidos comigo e todas as minhas
dividas foram esclarecidas. De posse de todas as informagdes necessérias, concordo em participar do
projeto.

Data: /|
Voluntério
Profa.Neuza Maria Brunoro Costa Profa. Rita de Cassia G. Alfenas
(Responsavel pelo projeto) (Responsavel pelo projeto)
Raquel Duarte Moreira Alves Ana Paula Boroni Moreira

(Doutoranda) (Doutoranda)
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ANEXO 4

DE ATIVIDADE FiSICA

11 ldade

Quantas horas voce trabalha por dia:
Quantos anos completos vocé estudou:

QUESTIONARIO INTERNACIONAL Y.

Para responder as questdes lembre que:

>  Afividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam
de um grande esforco fisico e que fazem respirar MUITO
mais forte gque o normal

> Afividades fisicas MODERADAS s3o aquelas que
precisam de algum esforco fisico e que fazem respirar UM
POUCO mais forte que o normal

SEGAO 1- ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO

Esta secdo inclui as atividades gue vocé faz no seu senico,
que incluem trabalho remunerado ou voluntario, as atividades
na escola ou faculdade e outro fipp de trabalho né&o
remunerado fora da sua casa. NAO incuir trabalho néo
remunerado que vocé faz na sua casa como tarefas
domésticas, cuidar do jardim e da casa ou tomar conta da sua
familia. Estas serdo incluidas na secao 3.

1a. Atualmente vocé trabalha ou faz trabalho voluntario
fora de sua casa?
( )Sim ( ) N&o - Caso vocé responda ndo

Va para se¢do 2: Transporte

As proximas questdes sdo em relagdo a toda a atividade fisica
que vocé fez na ultima semana como parte do seu trabalho
remunerado ocu ndo remunerado. NAQ inclua o transporte para
o trabalho. Pense unicamente nas atividades que vocé faz por
pelo menos 10 minutos continuos:

1b. Em quantos dias de uma semana normal vocé anda.
durante pelo menos 10 minutos continuos, como
parte do seu trabalho?Por favor, NAO inclua o
andar como forma de transporte para ir ou voltar do
trabalho.

CAM

dias por SEMANA
() nenhum — Va para a segdo 2 - Transporte.

1c. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR
DIA caminhando come parte do seu
trabalho 7
horas minutos
1d. Em quantos dias de uma semana nommal vocé faz

atividades moderadas, por pelo menos 10 minutos
continugs, como carregar pesos leves come parte
do seu trabalho?

dias por SEMANA
( )nenhum - Va para a questao 1f
1e. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR

DIA fazendo atividades moderadas como parte do seu
trabalho?

horas minutos

Rec: Proy: Fase:

1f. Em quantos dias de uma semana normal vocé gasta
fazendo atividades vigoresas, por pelo menos 10
minutos continuos, como trabalho de construcdo
pesada, camegar grandes pesos, ftrabalhar com
enxada, escavar ou subir escadas como parte do
seu trabalho:

dias por SEMANA
() nenhum - VA para a questdo 2a. VIG
19. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR

DIA fazendo atividades fisicas vigorosas como parte
do seu trabalho?

horas minutos
SE(;,B.O 2 - ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO DE
TRANSPORTE
Estas quesides se referem a forma tipica como vocé se
desloca de um lugar para outro, incluindo seu trabalho, escola,

cinema, lojas e outros.

2a. 0O quanto vocé andou na ultima semana de carro,
onibus, metrd ou trem?

dias por SEMANA
{ ) nenhum - Va para questao 2¢

2b. Quanto tempo no total vocé usualmente gasta POR
DIA andando de carro, énibus, metré ou trem?

horas minutos

Agora pense somente em relacdo a caminhar ou pedalar para
ir de um lugar a outro na ultima semana.

2c. Em quantos dias da ultima semana vocé andou de

bicicleta por pelo _menos 10 minutos continuos
para ir de um lugar para outro? (NAQ inclua o pedalar

por lazer ou exercicio)
MOD

dias por SEMANA
( ) Nenhum - Va para a questao 2e.

2d. Nos dias que vocé pedala quanto tempo no total vocé
pedala POR DIA para ir de um lugar
para outro?
horas minutos
2e, Em quantos dias da ultima semana vocé caminhou

por pelo menos 10 minutos continuos para ir de
um lugar para outro? (NAQ inclua as caminhadas por

lazer ou exercicio)
CAM

2f. Quando vocé caminha para ir de um lugar para outro
quanto tempo POR DIA vocé gasta? (NAQ inclua as
caminhadas por lazer ou exercicio)

dias por SEMANA
() Nenhum - Va para a Segie 3.

horas minutos
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SEGAO 3 - ATIVIDADE FiSICA EM CASA: TRABALHO,
TAREFAS DOMESTICAS E CUIDAR DA FAMILIA.

Esta parte inclui as atividades fisicas que vocé fez na ultima
semana na sua casa € ao redor da sua casa, por exemplo,
trabalho em casa, cuidar do jardim, cuidar do quintal, trabalho
de manutencdo da casa ou para cuidar da sua familia.
Novamente pense somente naquelas atividades fisicas que
vocé faz por pelo menos 10 minutos continuos.

Ja. Em quantos dias da ultima semana vocé fez
atividades moderadas por pelo menos 10 minutos como
caregar pesos leves, limpar vidros, varrer, rastelar no jardim
ou quintal.

dias por SEMANA
- () Nenhum - V& para questio 3b.

3b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto
tempo no fotal vocé gasta POR DIA fazendo essas
atividades moderadas ne jardim ou no quintal?

horas minutos

3e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez
atividades moderadas por pelo menos 10 minutos
cOMO carregar pesos leves, limpar vidros, varrer ou
limpar o chdo dentro da sua casa.

dias por SEMANA
( yNenhum - Va para questio 3d.

3d. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades
moderadas dentro da sua casa guanto tempo no
total vocé gasta POR DIA?

horas minutos
3e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez
atividades fisicas vigorosas no jardim ou gquintal
por pelo menos 10 minutos como carpir, lavar o
quintal, esfregar o chdo:

dias por SEMANA

VG () Nenhum - Va para a segdo 4.
af. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades

vigorosas no quintal ou jardim guanto tempo
no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos

SEGAO 4- ATIVIDADES FiSICAS DE RECREAGAO,
ESPORTE, EXERCICIO E DE LAZER.

Esta segao se refere as atividades fisicas que vocé fez na
ultima semana unicamente por recreacdo, esporte, exercicio
ou lazer. Novamente pense somente nas atividades fisicas
que faz por pelo menos 10 minutos continuos. Por favor,
NAO inclua atividades que vocé ja tenha citado.

4a. Sem contar qualquer caminhada que vocé tenha citado
anteriormente, em quantos dias da

ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos
continuos no seu tempo livre?

dias por SEMANA ( ) Nenhum - VA para questio 4b

4b. MNos dias em que vocé caminha no seu tempo livre,
quanto tempo no total vocé gasta POR DIA?

horas minutos
4c. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades

moderadas no seu tempo livre
por pelo menos 10 minutes, como pedalar ou nadar a
velocidade regular, jogar bola, valei ,
MOD

basquete, ténis :

dias por SEMANA
( ) Nenhum - Va para questio 4d.

4d. Nos dias em que vocé faz estas atividades moderadas no
seu tempo livre quanto tempo no
fotal vocé gasta POR DIA?

horas minutos

d4e. Em quantos dias da ultima semana vocé fez atividades
vigorosas no seu tempo livre

por pelo menos 10 minutos, como correr, fazer aerobicos,
nadar rapido, pedalar rapido ou fazer

Jogging:

dias por SEMANA

( )Nenhum - Va para segdo 5. Vie

4f. Nos dias em que vocé faz estas atividades vigorosas no
seu tempo livre quanto tempo no total
vocé gasta POR DIA?

horas minutos

SECAO 5 - TEMPO GASTO SENTADO

Estas dltimas questdes s3oc sobre o tempo que vocé
permanece sentado todo dia, no frabalho, na escola ou
faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o
tempo sentado estudando, sentade enguanto descansa,
fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou
deitado assistindo TV. N&o inclua o tempo gasto sentando
durante o transporte em Gnibus, trem, metrd ou carro.

5a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante
um dia de semana?

horas _____minutos
5b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante
em um dia de final de semana?

horas __ minutos

O espago abaixo sera preenchido pelo pesquisador (Por
favor, ndo preencha)

Resultado:

Caminhada Ativ. moderada | Ativ. vigorosa

Frequén | Duragdo | Frequén | Duracdo | Frequén | Duracdo

Classificacao:
() Sedentario ( ) Irregularmente ativo A
( )lIrregularmente ativo B () Ativo () Muito ativo

94




ANEXO 5

Universidade Federal de Vigosa
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde
Departamento de Nutricdo e Salude 0
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia da Nutricdo

ORIENTAGCOES PARA O PREENCHIMENTO DE REGISTRO ALIMENTAR DE 3 DIAS

Preencha em 3 dias ndo consecutivos, sendo dois em dia de semana e um em final de semana

) E importante que registre o horario em que os alimentos/bebidas foram consumidos;

o Indique as datas e os dias da semana dos registros;

. Vocé deve anotar todos os alimentos e as bebidas consumidos ao longo do dia, exceto agua;

. Né&o seesquecade anotar balas, bombons, chicletes, etc;

) N&o seesquegados alimentos consumidos fora de casa;

) Anote tudo ap0s a ingestdo para que ndo se esqueca de nenhum alimento ou bebida e suas
respectivas quantidades;

o Vocé deve anotar o tipo de alimento e/ou bebida com o maximo de informacgdes possiveis:

> Para produtos industrializados, relate a marca e a quantidade (ex Biscoito marca X, um pacote
de XX g ou X unidades);

> Indique se napreparacdo foi utilizado molho (creme de leite, vermelho, branco, queijo, rosé,
madeira, shoyo, etc);

> Indique o tipo de preparagdo (cru, cozido, ensopado, frito, refogado, assado, grelhado, a
milanesa, empanado, etc); Ex bife a milanesa;

> Relate se as hortalicas séo cruas, cozidas ou refogadas;

> Relate se as hortalicas sdo em folhas, unidades, rodelas, fatias, em cubos ou raladas;

> Indique se o alimento ou a bebida é integral, desnatado, light, diet,sem acucar, etc;

. Para as quantidades, procure ser o mais exato possivel:

> Relate as medidas caseiras:

- Colheres: café, cha, sobremesa, sopa, servir (arroz) ou escumadeira e concha (P, M, G);

- Copo: descartavel (cafezinho, xx ml), de geléia, americano (tipo lagoinha — boteco), duplo (tipo
requeijdo), tulipa de chopp, taca, de dose;

- Xicara: cafezinho, ché oucaneca P, M, G (se possivel colocar de quantos ml);

- Prato: pires, de sobremesa, raso, fundo, cumbuca;

> Informe se a medida utilizada estavacheia ou rasa. Ex: colher de sopacheia;

> Pode-se indicar apenas a unidade e tamanho. Ex: 1 coxinha tamanho festa / 2 fatias de pdo /1

gomo de linglica de porco frita.
e Descreva bem as porgdes.Ex: 1 coxa média de frango, frita com pele;

e Lembre-se de anotar bebidas alcodlicas e o que foi adicionado a elas. Ex: Caipivodka de limdo com

agucar; run com coca light/comum;

e Informe se adicionou agucar, sal, azeite, manteiga, requeijdo, margarina, catchup, maionese, geléia
bem como a quantidade adicionada;Coloque o tamanho dos alimentos (P, M, G). Ex: 1 fatia pequenade
melancia; 1 laranja média.
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ANEXO 6

Rec: Proj.__ Fase:

Nome: Data: /| | Seg Ter Qua Qui Sex Sab Dom

Use 0 verso se necessario

REFEICAO
HORARIO
LOCAL

MEDIDA CASEIRA Alimento
Ex 1 colher desopacheia Ex cenouracrua ralada

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horario:

Local:

Horério:

Local:

Horario:

Local:
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