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Da obra “O Pequeno Principe”, de Antoine de Saint- EXupéry.
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RESUMO

THOMAZINI, Bruna Fontana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, Setembro de
2011. Avaliacdo do 6leo de sacha kiruma $Plukenetia volubilis L.) no duodeno e
figado de camundongos C57BL/6 e APO E™. Orientadora: Izabel Regina dos Santos
Costa Maldonado.

Sacha kiruma (Plukenetia volubilis L.) é uma planta oleaginosa nativa da Amaz6nia
Peruana. O o¢leo extraido de suas sementes é muito rico em 4acidos graxos
poliinsaturados, diretamente relacionados a prevencdo de doencas cardiovasculares,
dentre elas, a aterosclerose. Para seu transporte, os lipideos formam complexos com
proteinas, as apoproteinas. A apoproteina E (Apo-E) é sintetizada principalmente no
figado e no intestino e se relaciona com a absorc¢do celular de quilomicrons ricos em
triglicerideos remanescentes e VLDL. A producdo de animais knockout para o gene da
apoproteina E apresenta como principal caracteristica o rapido e espontaneo
aparecimento de lesbes ateroscleroéticas nas artérias, similares aquelas encontradas em
humanos. O intestino delgado € o sitio de absorcdo de componentes da dieta, dentre eles
os lipideos, enquanto o figado apresenta-se como o sitio de modificacdo e/ou
armazenamento de compostos. Os objetivos foram extrair o 6leo de sementes de sacha
kiruma por meio de método quimico (hexano), determinar o perfil de acidos graxos e
avaliar os efeitos desse 6leo na estrutura do duodeno e figado de camundongos Apo-E -
/- e selvagens BlackC56/7. Os resultados da avaliacdo do 6leo extraido para este estudo
indica percentual de acidos graxos similar ao citado na literatura. Entre os tratamentos
ndo foram encontradas alteracGes no duodeno com relacdo a superficie de absorcéo,
morfometria de cripta e espessura das camadas musculares e da mucosa. Com relagdo a
altura do epitélio absortivo, os animais knockout do grupo controle apresentaram maior
média se comparados com 0s grupos knockout tratados com o 6leo. A freqliéncia de
enterdcitos, linfocitos, células caliciformes e células de Paneth ndo sofreram alteracdes
devido ao tratamento proposto. Em relacdo as células caliciformes AB'PAS’, foi
observada maior frequéncia nos grupos selvagens tratados com 6leo de sacha kiruma em
relacdo aos controles. No figado também ndo foram encontradas diferencas devido ao
tratamento na frequéncia dos componentes hepaticos, nem na relacdo de didmetro do
citoplasma/ diametro do nucleo dos hepatécitos. Com isso, concluiu-se que o método de
extracdo com hexano mostrou ser eficiente na extracdo de 6leo das sementes de sacha
kiruma. Este 6leo apresentou composicao lipidica similar daquela descrita na literatura,
mantendo suas propriedades terapéuticas. O ensaio ndo mostrou indicios de que a dieta
com o Oleo de sacha kiruma possa ter alterado a estrutura histolégica no duodeno ou
figado dos camundongos.

Xiii



ABSTRACT

THOMAZINI, Bruna Fontana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa. September,
2011. Evaluation of the effects of sacha kiruma oil (Plukenetia volubilis L.) in the
duodenum and liver in C57BL/6 and APO E -/- mice. Advisor: Izabel Regina dos
Santos Costa Maldonado.

Sacha kiruma (Plukenetia volubilis L.) is an oleaginous native plant of the Peruvian
Amazon. The oil extracted from its seeds is very rich in polyunsaturated fatty acids,
directly related to the prevention of cardiovascular diseases, among them, the
atherosclerosis. For transportation, lipids form complexes with proteins, the
apoproteins. The apoprotein E (Apo E) is mainly synthesized in the liver and intestine
and is related to the cellular uptake of triglyceride-rich chylomicrons and VLDL
remmants. The production of knockout animals for the apoprotein E gene presents as
main characteristic the rapid and spontaneous development of atherosclerosis lesions in
the arteries, similar to those found in humans. The small intestine is the site of
absorption of dietary components, including lipids, whiles the liver is the site of
modification and/or storage of compounds. The objectives were extract sacha kiruma
seeds’s oil by chemical method (hexane) and determine the acid profile. Also evaluate
the histological structure of the duodenum and the liver of Apo E-/- mice and wild
BlackC57/6 after the treatment with this oil. The evaluation of the oil extracted in this
study indicates the percentage of polyunsaturated fatty acids similar to that found in the
literature. There were no histological changes due the treatment in the duodenum, with
regard to the surface absorption, morphology of the crypt and the thickness of muscle
layers and mucosa. With respect to the height of the absorptive epithelium, the control
animals have high average compared with animals treated with the oil. The frequency of
enterocytes, lymphocytes, goblet cells and Paneth cells did not change due to the
proposal treatment. In relation to the goblet cell AB'PAS® was observed more
frequently in the groups of BlackC57/6 mice treated with the sacha kiruma’s oil
compared to control groups. In the liver were not found differences due to the treatment
in the frequency of liver components or the ratio cytoplasm/ nucleus of the liver cells.
The solvent extraction method was efficient in extracting oil from sacha kiruma’s seeds.
The oil showed similar lipid composition from the described in the literature. The test
showed no evidence that the diet with sacha kiruma oil may have altered the histological
structure of the duodenum and liver of mice Apo E -/- or wild BlackC57/6.
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Introducéo

Sacha kiruma (Plukenetia volubilis Linneo), é uma planta nativa do Peru, que foi
descrita em 1753 pelo naturalista Linneo. A espécie também ocorre no norte do Brasil e
em outros paises que formam o complexo amaz6nico, sendo conhecida por varias
denominacdes, dentre elas, sacha inchi, mani do inca, amendoim selvagem, améndoa-
lopo, amendoim inca, amendoim da montanha e amui (CIED, 2007; GUILLEN et al.,
2003; HUAMANI & FLORES, 2009). De acordo com Huamani & Flores (2009) o 6leo
extraido das sementes de sacha kiruma tem elevada concentracdo de acidos graxos
poliinsaturados: 48,60% de acido a-linolénico (®-3, Omega 3); 36,80% de acido a-
linoléico (®-6, 6mega 6) e 8,28% de acido oléico (w-9, 6Gmega 9). O 6leo também
contém &cidos graxos saturados, dentre eles &cido palmitico (3,85%) e &cido estearico
(3,85%) (HUAMANI & FLORES, 2009).

Os acidos graxos da familia »-3 sdo conhecidos por varios beneficios a salde,
dentre eles a reducdo de triglicerideo e colesterol sérico, efeitos antiinflamatérios e
retardo do crescimento de tumores (TSUKUI et al., 2009; ZHANG et al., 2010). Em
estudo realizado com humanos verificou-se que o consumo do 6leo de sacha kiruma
reduz a trigliceridemia posprandial (HUAMAN et al., 2008). Os mecanismos de acio
dos &cidos graxos poliinsaturados para diminuir a quantidade de lipideos plasmaticos
sdo maltiplos: reducdo da sintese de triglicerideos e da secrecdo de VLDL, aumento da
B-oxidacdo dos &cidos graxos no figado, aumento da depuracdo dos quilomicrons e
triglicerideos por incremento da atividade da lipase lipoprotéica (HUAMAN et al.,
2008). Por outro lado, os acidos graxos ®-6, principalmente os acidos graxos linoléico e
araquidénico, possuem efeitos proinflamatorios. A concentracdo equilibrada destes
acidos graxos possui efeito crucial no processo inflamatorio (ZHANG, 2010). A relagédo
desejada desses acidos graxos na dieta ¢ de 4:1 de w-6 em relagdo a ®-3 (PEREIRA,
2009; SOUZA & VISENTAINER, 2006). Os acidos graxos sao constituidos por cadeias
hidrocarbonadas acidas de comprimento entre quatro e 36 carbonos (C4 a C36), sendo
que os mais frequentes na natureza contém nimeros pares de atomos de carbono, de 12
a 24, em cadeias ndo ramificadas. (GAZZINELLI et al., 2010).

Por serem insollveis em meio aquoso, os lipideos formam complexos com
proteinas, as apoproteinas, as quais possibilitam seu transporte. A apoproteina E (Apo-
E) foi inicialmente identificada como um componente das particulas de lipoproteina rica
em triglicerideos. Apo-E é conhecida por facilitar a remocdo de particulas
remanescentes hepaticas de quilomicrons ricos em colesterol, e também agindo como
ligante de algumas particulas de lipoproteinas para o receptor de LDL. Embora o figado
apresenta-se como o maior local de sintese de Apo-E, uma grande variedade de tecidos
periféricos também expressam essa proteina. Tecidos esteroidogénicos, em particular,
expressam altos niveis de Apo-E. A glandula adrenal de humanos e macacos, por
exemplo, sintetizam Apo-E numa taxa similar ou mesmo maior do que o figado
(PRACK, 1991).

O camundongo knockout para o gene da apoproteina E (Apo-E -/-) é um dos
modelos mais utilizados na pesquisa para o estudo do desenvolvimento espontaneo de
lesbes aterosclerdticas (ZADELAAR et al., 2007). A aterosclerose ¢ uma doenga
multifatorial que pode ser modulada com a dieta e com a condicdo de
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estresse/antioxidante na célula (WANG et al., 2004). E uma doenca do sistema
cardiovascular que causa o estreitamento das artérias ou & sua completa obstrucéo.
Trata-se de um processo complexo que envolve disfuncdo endotelial, depdsito de
lipidios e reacdo inflamatoria na parede vascular. A modificagdo da LDL por meio da
oxidacdo possui papel importante no desenvolvimento da aterosclerose. Os &cidos
graxos poliinsaturados obtidos pela dieta sdo incorporados em lipoproteinas, afetando
potencialmente a susceptibilidade de oxidacdo da LDL, representando um efeito
preventivo contra a doenca (WANG et al., 2004).

A mucosa intestinal de mamiferos é um dos tecidos que se renovam mais
rapidamente e a dindmica da renovacgdo celular € um ponto chave na diferenciagdo e
consequentemente, no nimero de células absortivas ou enterdcitos nos vilos (CARUSO
& DEMONTE, 2005; GARCIA-MIRANDA, 2010). A unidade funcional basica do
intestino é a cripta-vilo. Os enterdcitos proliferam na cripta ou glandula intestinal e
migram em direcdo ao apice dos vilos onde sdo descartados no final da sua vida util.
Em geral, cada vilo € suprido de células provenientes de trés criptas, embora isso varie
entre as especies animais. Nos ratos, esse ciclo proliferativo completo € de um dia e 0
tempo de vida das células nos vilos é de dois dias. Em seres humanos, o tempo de
migracdo da célula até atingir o topo do vilo e ser descartada é de 48-72 horas. A taxa
de reproducdo das células na cripta e a propor¢do de migracdo desses enterdcitos sdo
alteradas em varios estados fisiolégicos ou patol6gicos. Essas mudangas na dindmica
celular determinam nos enterdcitos do vilo, por exemplo, alteracdo na atividade
transportadora relacionada ao tempo de vida. Como outro exemplo, relatou-se que em
ratos submetidos a jejum de quatro dias, ha significativo decréscimo na taxa de
reproducdo das ceélulas da cripta. Desse modo, a absor¢do pode se alterar como
resultado da variacdo da area de superficie total da mucosa (CARUSO & DEMONTE,
2005).

Enguanto no intestino delgado ocorre absorcdo dos nutrientes, o figado €
responsavel pelos processos de desintoxicacdo e biotransformacédo. Pela sua exposi¢do a
estas substancias, o figado € um 6rgdo muito suscetivel a lesdes (ALVARADO-RICO,
2010).

Considerando que o 0leo de sacha kiruma tem potencial para utilizacdo na
industria alimentar e farmacéutica, o objetivo deste trabalho foi extrair o 6leo das
sementes de sacha kiruma pelo método de extracdo com hexano; determinar a
composicao de acidos graxos nesse 0leo, e avaliar os efeitos desse produto na estrutura
histolégica do duodeno e do figado de camundongos selvagens e deficientes para
apoproteina E.



Referencial teorico

1. Plukenetia volubilis Linneo

Sacha kiruma (Plukenetia volubilis Linneo) é originaria da Amazonia peruana,
sendo conhecida no complexo regional Amazénico do Brasil pelo nome de améndoa-
lopo. Segundo estudos arqueoldgicos, ha indicios de que as civilizagdes pré-inca e inca
utilizavam as sementes de sacha kiruma na alimentacdo (CIED, 2007). E um arbusto
perene, hermafrodita, e pertencente a familia Euphorbiaceae (CIED, 2007), que reune
aproximadamente 7.500 espécies, distribuidas em todo o mundo principalmente nas
regides tropicais, em altitudes entre 200 e 1500m (GUILLEN et al., 2003).

Os nativos da Amazonia obtém farinha e 6leo das sementes de sacha kiruma,
subprodutos que séo utilizados na preparacdo de diferentes alimentos e bebidas. No
entanto, esta planta tem sido pouco estudada, e sua importancia do ponto de vista
nutricional e funcional é ainda assunto de pesquisa. Hamaker et al. (1992), em trabalho
pioneiro, determinaram a composicdo de suas sementes, encontrando 35-60% de
lipideos e 27% de proteinas ricas em cisteina, tirosina, treonina e triptofano.

1.1. Caracteristicas Botanicas

Na familia Euphorbiaceae estdo espécies importantes sob o aspecto econdmico,
destacando-se a seringueira, a mamona e a mandioca (JOLY, 1976). O género
Plukenetia L. possui 16 espécies conhecidas (GILLESPIE, 1994), 11 de ocorréncia na
regido neotropical, quatro na Africa e em Madagascar, e uma na Asia (BUSSMANN et
al, 2009). Todas as espécies neotropicais do género sdo cipds ou lianas, e a maioria
ocorre em floresta tropical umida. Sacha kiruma é encontrada principalmente a partir
do nivel do mar até cerca de 1000 a 1500m de altitude (BUSSMANN et al., 2009).

Exemplares de sacha kiruma atingem altura média de dois metros e necessitam
do apoio de estacas para se desenvolver adequadamente (CIED, 2007). Os frutos sdo em
forma de cépsulas de 30-50 mm de didmetro, de cor verde intensa (Figura 1a), porém
quando amadurecem apresentam coloracdo marrom escura (Figura 1b). Os frutos
geralmente tém quatro Iébulos, mas existem aqueles com cinco a sete. As sementes
(Figura 2) sdo de forma lenticular e se encontram dentro dos lébulos das capsulas,
medindo de 15 a 20 mm de largura por 7 a 8 mm de espessura. O peso de cada semente
varia de 0,8 a 1,49 com 33 a 35% de casca e 65 a 67% da améndoa (CAI, 2011,
FOLLEGATTI ROMERO, 2007).

Os frutos ficam maduros quando a planta atinge a idade de sete a oito meses de
estabelecimento no campo. Apo6s a primeira colheita, a planta ndo deixa de produzir e o
intervalo entre colheitas é em torno de 20 a 25 dias, por até 10 anos (CESPEDES,
2006).



Figura 1: Planta de sacha kiruma com frutos imaturos (a) e maduros (b) - (Janeiro de 2010).

Figura 2: Semente de sacha kiruma - (Setembro de 2011).

1.2. Composi¢do quimica das sementes e do 6leo de sacha kiruma

O perfil de aminoéacidos e acidos graxos das sementes de sacha kiruma foi determinado
por Hamaker et al. (1992). O contetido protéico das sementes foi aproximadamente o mesmo
encontrado em outras oleaginosas da regido dos Andes e o conteido protéico da farinha livre de
lipideos foi aproximadamente 53%. O perfil de aminoacidos foi comparado com o de outras
oleaginosas. Os autores encontraram niveis de leucina e lisina menores em relagdo a proteina de
soja, enquanto foi igual ou superior aos niveis de sementes de amendoim, algoddo e girassol.
Considerando o contetudo sulfdrico (metionina + cisteina), a quantidade de tirosina,
treonina e triptofano, Hamaker et al. (1992) perceberam que estes aminoacidos estavam
presentes em maior quantidade nas sementes de sacha kiruma, enquanto que o conteido
de fenilalanina foi relativamente menor. Comparado com as doses destes aminoacidos
recomendadas pela FAO/WHO/UNU (Joint FAO/WHO/UNU Expert Consultation
1985, apud Hamaker et al. 1992) para criangas com idade entre dois e cinco anos, 0
contetdo protéico de sacha kiruma, se completamente digerido, seria deficiente apenas
em leucina e lisina (HAMAKER et al., 1992).

Hamaker et al. (1992) também analisaram a composicdo do 6leo de sementes de sacha
kiruma, extraido com hexano, revelando um total de &cidos graxos insaturados equivalente a



91,6%, dos quais o acido linolénico representa 45,2% seguido do &cido linoléico com 36,80%

(Tabela 1).

Tabela 1: Composicdo em acidos graxos do 6leo de sacha kiruma extraido com hexano,

segundo Hamaker et al. (1992)

Acidos graxos | Porcentagem (%)
Saturados
Palmitico (C16:0) | 4,5
Estearico (C18:0) | 3,2
Insaturados
Oléico (C18:1) 9,6
Linoléico (C18:2) | 36,8
Linolénico (C18:3) | 45,2
Resumo
Saturados 7,7
Monoinsaturados | 9,6
Poliinsaturados 82,0

Hamaker et al. (1992) comparando sacha kiruma com soja, amendoim, algodao
e girassol, mostraram que as sementes de sacha kiruma possuem maior teor lipidico na
semente (HAMAKER et al., 1992). Guillén et al. (2003) compararam o 6leo de sacha
kiruma com o de linhaca e verificaram que o 6leo de linhaca possui mais oléico
(monoinsaturado) enquanto o Oleo de sacha kiruma  possui mais linoléico
(diinsaturado).

O oleo de sacha kiruma, por apresentar alta concentracdo de poliinsaturados,
poderia ser bastante instavel a oxidacdo, produzindo sabores e odores desagradaveis.
Entretanto, estudos preliminares no Peru mostraram que o 6leo de sacha kiruma nédo
refinado parece ser relativamente estadvel (HAMAKER et al., 1992). Os resultados
obtidos por Follegatti Romero (2007) mostraram um elevado teor de tocoferdis, o que
possibilita a estabilizacdo deste 6leo.

2. Meétodos de extracéo de 6leos vegetais

Os métodos de extracdo empregados no passado eram bem simplificados e os
produtos obtidos a partir destes nem sempre eram 6leos 100% puros. As caracteristicas
de um 6leo podem mudar conforme 0 método empregado, tendo em vista que as suas
propriedades quimicas poderdo ser totalmente alteradas a depender das condigdes a qual
ele é submetido quando determinada técnica é utilizada (PEREIRA, 2009).

2.1. Extracéo por prensagem a frio

A prensagem € um método comumente empregado para obtencdo dos 6leos
vegetais. S8o prensas de alta pressdo e bastantes flexiveis para operar com diferentes
tipos de oleaginosas. Um aspecto negativo deste processo € que pode restar um residual
de 6leo na torta. Existe também o processo denominado misto que se refere a
combinacdo do sistema de prensagem com o sistema de extracdo por solvente. Esse
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processo pode ser utilizado em larga escala e também ser adaptado para varios tipos de
oleaginosas (PEREIRA, 2009).

2.2.  Hidrodestilagdo

A destilacdo é um processo de separacdo de misturas liquidas baseado na
diferenca de composic¢des dos constituintes na fase liquida e vapor em equilibrio, devido
a diferenca de volatilidade entre os componentes do liquido. Existem trés formas de se
expressar a hidrodestilacdo: destilagdo com agua, destilacdo a vapor e destilacdo com
vapor direto (PEREIRA, 2009).

Neste método, o material vegetal é imerso em &gua sob aquecimento até a
fervura, resultando na formacdo de vapores que arrastam 0s compostos volateis, 0s
quais, apos condensacao, separam-se da fase aquosa por decantacdo. A composicéo dos
6leos essenciais pode ser influenciada pelo contato com a &gua, tempo de extracdo e
velocidade de aquecimento do equipamento (PRINS et al., 2006).

2.3. Extracdo supercritica

A extracdo com fluido supercritico € uma técnica que explora o poder de
solvéncia de fluidos geralmente a temperaturas e pressdes proximas ao seu ponto
critico. E particularmente efetiva no isolamento de substancias de massa molar média e
polaridade relativamente baixa (FOLLEGATTI ROMERO, 2007).

Neste processo sdo empregados solventes acima de seus pontos criticos para
extrairem componentes sollUveis de uma mistura. Pode ser definida como a
solubilizacdo de determinados compostos de uma matriz sélida ou liquida em um
solvente em condi¢6es supercriticas. Uma vantagem da extra¢do com fluido supercritico
é a possibilidade de facil recuperacdo do solvente supercritico apds o processo de
extracdo, apenas pelo ajuste da pressdao e/ou temperatura, podendo o mesmo ser
continuamente reciclado. Isto elimina uma das etapas mais dispendiosas dos processos
de extracdo convencionais que é a separacdao do produto extraido do solvente orgéanico
(PEREIRA, 2009).

2.4. Extracdo com solvente organico

A extracdo por solvente organico é uma operacao unitaria simples e foi aplicada
pela primeira vez em 1835 por Robiquet para extracdo de compostos de flores (HUI &
JOHN, 2007; PEREIRA, 2009). Os componentes contidos em uma matriz solida séo
extraidos dissolvendo-os em um solvente liquido. Este processo é conhecido como
lixiviacdo ou ainda extracdo solido-liquido. A solucdo obtida, chamada micela (6leo +
solvente), é removida do extrator e encaminhada para um evaporador para a remocao do
solvente. Depois que o solvente é removido completamente, obtém-se um extrato
concentrado. O solvente influencia na composi¢do do extrato (parametros diferentes de
solubilidade), na sua qualidade sensorial e no rendimento da extracdo (PEREIRA,
2009).

O solvente organico mais utilizado é o hexano, por ser o mais seletivo, possuir
estreita faixa de ebulicdo (entre 69 e 70°C) e ser imiscivel em agua, o que evita misturas
azeotropicas. Nestas, o ponto de ebulicdo € constante, e a mistura se comporta como
uma substéncia pura, dificultando a separagdo dos componentes pela destilagdo comum.
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H& desvantagens em seu uso, podendo-se destacar seu custo, toxidez e o fato de ser
extremamente inflaméavel (FOLLEGATTI ROMERO, 2007; PEREIRA, 2009).

3. As lipoproteinas

As lipoproteinas sdo compostas por lipideos e proteinas, denominadas, por sua
vez, apoproteinas (OJOPI et al., 2004). As lipoproteinas sdo caracterizadas por suas
propriedades fisico-quimicas (LOPES et al., 1996), sendo, porém, a densidade a
propriedade fisica na qual se baseia a atual classificacdo (GARCIA & OLIVEIRA,
1992; VALENTE, 1998). Pelo método da ultracentrifugacdo preparativa, classes
distintas de lipoproteinas podem ser isoladas do plasma pos-prandial, e se diferenciam
pelo tamanho, pela densidade e pela composi¢do tanto lipidica como apoprotéica:
quilomicrons (QM), lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de
densidade intermediéria (IDL), lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e lipoproteinas
de densidade alta (HDL), subdivididas em HDL, e HDL3. A densidade das lipoproteinas
aumenta proporcionalmente ao aumento do teor protéico e a reducdo do contetdo
lipidico (FORTI & DIAMENT, 2006; VALENTE, 1998; THOMPSON, 1989).

As interacdes entre as apoproteinas e os lipideos das lipoproteinas podem
ocorrer por duas maneiras: (1) por meio de regides apolares hidrofébicas das
apoproteinas com o colesterol esterificado, triglicerideos e com as cadeias de
hidrocarbonetos dos fosfolipideos; (2) por meio de ligacGes i6nicas entre aminoacidos
da regido a-hélice das apoproteinas e a cabega polar dos fosfolipideos (GARCIA &
OLIVEIRA, 1992; VALENTE, 1998). As apoproteinas desempenham papel importante
no metabolismo lipidico. Além da funcdo estrutural, permitindo a solubilizacdo das
lipoproteinas, contribuem para a regulacdo do metabolismo das lipoproteinas,
modulando a atividade de enzimas como a lecitina-colesterol aciltransferase e
lipoproteina-lipase, ligando-se também aos receptores da superficie celular
(THOMPSON, 1989).

As lipoproteinas sdo sintetizadas no figado e no intestino, ou formadas no
plasma, pela modificacdo de outras lipoproteinas (CHAPMAN, 1982; VALENTE,
1998). As apoproteinas sao sintetizadas como pré-apoproteinas e, apds processamento,
modificam-se em apoproteinas. Algumas permanecem fixas nas lipoproteinas, enquanto
outras podem ser trocadas entre as diferentes lipoproteinas (MARINETTI, 1990;
VALENTE, 1998).

4. A Apoproteina-E

A apoproteina-E (Apo-E) é uma glicoproteina plasméatica de 36-kD que
representa um papel crucial no metabolismo de lipoproteinas no plasma. Esta proteina
facilita a absorcdo celular de quilomicrons remanescentes ricos em triglicerideos e
VLDL por meio do receptor de LDL e proteinas relacionadas (CALLEJA et al., 1999;
KASHYAP et al., 1995; MAEDA et al., 2007; OSUGA, 1998). A apo-E é componente
estrutural da superficie de quilomicrons, quilomicrons remanescentes, VLDL, IDL e
HDL, sendo o principal componente de VLDL e HDL (CALLEJA et al., 1999; OJOPI
et al., 2004). Esta apoproteina é primariamente sintetizada no figado, podendo ser
produzida no cerebro, intestino e em outras células e tecidos periféricos, incluindo
macrofagos (FAZIO et al., 1997; OSUGA, 1998).



Deficiéncias na apo-E causam varias doencas envolvidas com o aumento no
nivel de colesterol e triglicerideos na circulagdo, dentre elas, a aterosclerose. Além
disso, ja foi demonstrado que a apo-E regula o transporte e a solubilidade da proteina
amildide (AB) (GALLOWAY et al., 2008). Esta proteina é o principal constituinte do
material amildide que se concentra nos espacos intersticiais de varios tecidos em
patologias denominadas genericamente de amiloidoses. Pacientes com a doenca de
Alzheimer apresentam no tecido nervoso acimulos de proteina amil6ide denominados
de placas senis (OJOPI et al., 2004).

Segundo Pendse et al. (2009) a absorcao de triglicerideos mediada pela apo-E no
figado e tecido adiposo contribui para a manutencdo dos niveis normais de lipideos
plasmaticos. A absorcao de triglicerideos no figado e tecido adiposo na auséncia da apo-
E, contribui para o acimulo de VLDL e quilomicrons remanescentes no plasma (Figura
3).
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Figura 3: Atuacdo da Apo-E. Adaptado de Pendse et al. (2009). As setas representam mudancas
no acumulo dos lipideos nos diferentes tecidos na presenca ou auséncia da Apo-E.

4. Os acidos graxos poliinsaturados: metabolismo e importancia

O nosso organismo consegue sintetizar a maioria dos acidos graxos saturados e
insaturados, exceto os chamados “essenciais”. Estes estdo divididos em dois grupos
principais: os da familia -3 (4cido linolénico) e w-6 (acido linoléico) (ANJO, 2004).
Estas familias abrangem &cidos graxos que apresentam insaturacdes separadas apenas
por um carbono metilénico, com a primeira insaturagdo (dupla ligagdo) no terceiro e
sexto carbono, respectivamente, enumerado a partir do grupo metil terminal
(extremidade identificada pela letra 6mega- o) (MARTIN et al., 2006; MOREIRA,
2006). Os acidos graxos -3 sdo encontrados abundantemente em certas plantas e em
6leo de peixe ¢ os m-6 s&o encontrados em 0Oleos vegetais (ANJO, 2004).

Os &cidos graxos destas familias sdo obtidos por meio da dieta ou produzidos
pelo organismo a partir dos acidos graxos a-linolénico e linoléico, pela acdo de enzimas
elongase e dessaturase. O processo ocorre no reticulo endoplasmatico, especialmente no
figado. As elongases atuam adicionando dois atomos de carbono a parte inicial da
cadeia, e as dessaturases agem oxidando dois carbonos da cadeia, originando uma dupla
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ligacdo com a configuracédo cis (MARTIN et al., 2006; PERINI et al., 2010). Se a acao
dessas enzimas for blogueada no corpo, esses acidos graxos terdo de ser obtidos em
outras fontes. Isso significa que os acidos graxos a-linolénico e linoléico sdo &cidos
graxos essenciais. O mesmo grupo de enzimas na via principal afeta o metabolismo
tanto da série de acidos graxos essenciais ®-3 quanto da série w-6. Com isso concluiu-se
que, os fatores que bloqueiam a producdo de moléculas biologicamente ativas a partir
do &cido linoléico, também sejam responsaveis pelo bloqueio da via metabdlica a partir
do acido a-linolénico (EWIN, 1997). Os &cidos graxos destas duas familias competem
pelas mesmas enzimas envolvidas nas reacdes de dessaturacdo e elongacao, sendo que
essas enzimas tém maior afinidade pelos &cidos graxos da familia ®-3 (PERINI et al.,
2010).

Os principais &cidos graxos poliinsaturados da familia ®-3 sdo: acidos a-
linolénico (a-LNA, 18:3w-3), &cido eisosapentaendico (EPA, 20:5»-3) e o é&cido
docosahexaendico (DHA, 22:6w-3) (Figura 4). O organismo humano ndo consegue
sintetizar o acido o-linolénico e o acido linoléico (18:2m-6) devido a auséncia das
enzimas A-15 e A-12 dessaturases que sdo capazes de inserir duplas ligac@es no terceiro
e sexto carbono, respectivamente, contados a partir do terminal metil. Por isso, é
necessario obté-los por meio da dieta para manter um pool adequado no organismo
(MOREIRA, 2006). O acido eisosapentaendico ¢ muito importante na prevengdo de
doencas cardiovasculares e hipertensdo. O &cido docosahexaendico apresenta
capacidade de prevenir doenca cardiaca, reduzir a taxa de triglicerideos, além de ser
importante no desenvolvimento da funcao visual e cerebral (ANJO, 2004).
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Acido o-linolénico (0-LNA, 18:30-3)

Acido docosahexaenoico (DHA, 22:60-3)

Figura 4: Estrutura quimica dos principais acidos graxos da familia ®-3 (MOREIRA, 2006).

Na série de acidos graxos -6, existem outros compostos nos quais os acidos
graxos essenciais sdao importantes: acido y-linolénico (GLA, 18:3w-6), 0 primeiro
produto metabdlico formado a partir do acido linolé€ico, e dois metabolitos do acido -
linolénico, a prostaglandina E1 (PGE1) e o 4cido dihomo- y- linolénico (DGLA, 20:3 ®-
6), que pode ser convertido em prostaglandina E1 (Figura 5). O acido linoléico é
precursor ainda do acido araquidonico (AA, 20:4®-6) (EWIN, 1997; MOREIRA, 2006).
Outros derivados importantes sdo os eicosandides. Os eicosandides sdo mediadores
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inflamatdrios, metabdlitos oxigenados dos acidos graxos essenciais compostos por
prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos e derivados dos &cidos
graxos, sendo o &cido araquiddnico seu principal precursor (CAMPBELL &
FARRELL, 2007; PERINI et al., 2010).

= &=

Acido linoleico (18:2n-6) Acido alfa-linolénico (18:3n-3)
i A6-dessaturase ‘
Acido gama-linoleico (18:2n-6) Acido esteariddnico (18:4n-3)
i Elongase
Prostaglandinas série 1 )
Tromboxanos série 1 <4— Acido dihomo-gama-linolénico (20:3n-6) Acido eicosatetraenoico (20:4n-3)
Leucotrienos série 3 i
= l AS-dessaturase =
Prostaglandinas série 2 Prostaglandinas série 3
Tromboxanos série 2 «—Acido araquidénico (20:4n-6) Acido eicosapentaenoico (20:5n-3) «—| Tromboxanos série 3
Leucotrienos série 4 Leucotrienos série 5
l elongase i

= Acido docosapentaenoico (22:5n-3
Acido docosatetraenoico (22:4n-6 - o N

l elongase i

Acido tetracosatetraenoico (24:4n-6) Acido tetracosapentaenoico (24:5n-3
l A6-dessaturase i

Acido tetracosapentaenoico (24:5n-6 Acido tetracosahexaenoico (24:6n-3)
l p-oxidagao i

Acido docosapentaenoico (22:5n-6) Acido docosahexaenoico (22:6n-3)

Figura 5: Metabolismo dos acidos graxos das familias ®-3 (n-3) e ®-6 (n-6) (Adaptado de
PERINI et al., 2010).

As prostaglandinas possuem uma ampla gama de reacdes no organismo.
Algumas atividades atribuidas a série de prostaglandina E1 e derivadas do acido y-
linolénico sdo: inibicdo da proliferacdo de células anormais; diminui¢do da pressao
arterial; inibicdo da sintese de colesterol; inibicdo da inflamacdo e ativacdo de
determinados leucdcitos (EWIN, 1997). As prostaglandinas da série 3, derivadas do
acido eisosapentaenoico, sdo substancias que se assemelham aos hormdnios e que
regulam e protegem o organismo de efeitos como agregacdo plaquetéria (devido a sua
acdo antitrombotica), inflamacdo e reducdo das respostas imunes (CAMPBELL &
FARRELL, 2007; PERINI et al., 2010). Uma importante propriedade dos leucotrienos €
sua capacidade de contrair o musculo liso. Essas substancias regulam a maioria das
atividades nos tecidos e sdo vitais para seu equilibrio (CAMPBELL & FARRELL,
2007; PERINI et al., 2010).

Se a alimentacdo for deficiente no &cido graxo essencial a partir do qual essas
substancias sdo produzidas, a atividade do tecido serd alterada (EWIN, 1997).
Entretanto, um excesso de m-6 na forma de acido linoléico pode ser prejudicial a satde.
Um problema ¢ que a concentra¢do de ®-3 influencia a de ®-6 e, portanto, & necessario
equilibrar a proporcéao destes na dieta (ANJO, 2004).

A razdo entre as quantidades dos acidos graxos ®-6 ¢ ®-3 € importante na
nutrigdo humana. Estudos clinicos demonstraram que razdes de ®-6 ¢ ®-3 em torno de
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4:1 atuam reduzindo em até 70% o risco de doencas cardiovasculares. A relevancia
dessa razdo é decorrente destes acidos graxos competirem pelas enzimas envolvidas nas
reacOes de dessaturacdo e elongamento da cadeia. Embora o equilibrio favoreca a
familia ®-3, a conversdo do acido a-linolénico em &cidos graxos poliinsaturados de
cadeia longa é fortemente influenciada pelos niveis de &cido linoléico na dieta (SOUZA
& VISENTAINER, 2006).

Ao longo do tempo tem ocorrido um aumento da ingestdo de gordura com maior
consumo do -6 em relagdo ao w-3. Entre os acidos graxos da familia -6, 0 acido
linoléico é o mais consumido na dieta ocidental, sendo 15g/dia, cerca de 10 vezes mais
que o acido a-linolénico, da familia -3, cujo consumo na dieta ocidental é de 1,5g/dia
(BURDGE & WOOTTON, 2002). A Organizagdo Mundial da Saude, em seu relatério
sobre dieta, nutricdo e prevengdo de doencas crdnicas, recomenda uma ingestdo diaria
de 5 a 8% das calorias totais provenientes do ®-6, enquanto 1 a 2% oriundas do ®-3
(MOREIRA, 2006). Niveis de ingestdo adequada de acidos graxos essenciais foram
estabelecidos pelo Instituto de Medicina de Washington, baseadas na ingestdo média da
populacdo norte-americana. Esses valores preconizados de consumo sdo de 179 e
12g/dia de &cido linoléico (w-6) e 1,69 e 1,1g/dia de &cido linolénico (»-3) para homens
e mulheres, respectivamente (INSTITUTE OF MEDICINE, 2002 Apud GAROFOLO &
PETRILLI, 2006).

A dieta é considerada o fator ambiental mais importante na determinacdo de
doengas cardiovasculares. Dieta rica em colesterol e lipideo saturado promove o
desenvolvimento da aterosclerose. Por outro lado, dieta rica em lipideo poliinsaturado
reduz o desenvolvimento da doenca em varias espécies. Estudos mostrando o efeito dos
lipideos monoinsaturados neste contexto sdo escassos (CALLEJA et al., 1999). Uma
maior ingestdo de acidos graxos saturados aumenta os niveis de LDL e reduz HDL
sendo essa, uma conhecida condicdo para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, pois 0 HDL € inversamente relacionado a aterosclerose, enquanto o
LDL é um importante fator de risco para eventos cardiovasculares (GERMAN &
DILLARD, 2004; GORDON et al., 1977). Por outro lado, uma dieta contendo
monoinsaturados e poliinsaturados, como exposto, é atualmente recomendada, pois
entre outros efeitos benéficos, pode reduzir o risco de aterosclerose. Além disso, estudo
prévio mostra um papel benéfico dos acidos graxos poliinsaturados na preservacao da
mucosa intestinal e na melhora da absorcdo lipidica (VIJAIMOHAN, 2006).

5. O modelo animal

Linhagens de camundongos tém sido utilizadas como modelos experimentais de
pesquisa biomédica desde o inicio do século XX. O camundongo € o animal
experimental de escolha em varias areas por ser de facil criacdo e manipulacdo, ter uma
reproducéo rapida e apresentar uma grande diversidade genética (SOARES et al., 2001).

O primeiro modelo de camundongos para o estudo da aterosclerose foi
desenvolvido pela inativacdo do gene que codifica a apoproteina E (MAEDA et al.,
2007; PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992; ZHANG et al., 1992). Este
camundongo é saudavel quando nasce, mas possui uma marcante alteracdo do perfil de
lipideos plasmaticos comparados ao camundongo normal, e rapidamente desenvolve
lesGes ateroscleroticas (TACONIC, 2008).
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Esses camundongos possuem colesterol plasmatico cerca de cinco vezes mais
alto de que os normais, mesmo quando o individuo é tratado regularmente com racao
com baixas taxas de lipideos e colesterol. Nestes individuos, a evolucdo da leséo
gordurosa na aorta proximal se desenvolve aos trés meses de idade (BRITO, 2008;
CALLEJA et al., 1999; MAEDA et al., 2007; NAKASHIMA et al., 1994; REDDICK et
al.,, 1994; ZHANG et al., 1992). Os camundongos knockout possuem, portanto,
mudanca da distribuicdo normal de lipideos plasmaticos (colesterol e triglicerideos) para
0 predominio da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e complexos de
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) em detrimento do predominio dos
complexos de lipoproteina de alta densidade (HDL). Vale ressaltar ainda, que a
condicdo do modelo néo interfere no desempenho reprodutivo em ambos sexos, e
nenhuma diferenca foi reportada com relagdo a massa corporal ou ao tamanho da
ninhada, comparado com o camundongo normal (TACONIC, 2008).

6. O intestino delgado

O intestino delgado corresponde ao 6rgao do tubo digestivo situado entre o
piloro e o ceco e é o sitio terminal da digestdo dos alimentos, absor¢do de nutrientes e
secrecdo enddcrina. Os processos de digestdo sdao completados no intestino delgado,
onde os nutrientes sdo absorvidos pelas células epiteliais de revestimento. O intestino
delgado é relativamente longo, possui a organizacao tipica do tubo digestivo (Figura 6)
e consiste em trés segmentos: duodeno, jejuno e ileo (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).

Estdmago

2 Ducto biliar comum
Mesentério

Vasos sanguineos da submucosa

Lamina prépria
Vilo intestinal com

revestimento
epitelial

Glandula na
submucosa

Glandula na lamina

Serosa i
prépria

Camada muscular
Muscular | longitudinal externa

externa
Camada muscular
circular interna

Submucosa

Muscular da mucosa

Nédulo linféide

Figura 6: Desenho esquematico da organizacdo da parede do tudo digestivo (Adaptado de
GARTNER & HIATT, 2002).

A mucosa do intestino delgado apresenta vérias estruturas que aumentam sua
superficie, aumentando assim, a &rea disponivel para absor¢do de nutrientes. S&o
observadas trés modificagdes (GARTNER & HIATT, 2003; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008):
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o As pregas circulares, denominadas plicae circularis, em forma
semilunar, circular ou espiral, consistem em dobras da mucosa e submucosa. Estas
pregas sdo estruturas permanentes e sdo mais desenvolvidas no jejuno e, embora
estejam frequentemente presentes no duodeno e ileo, ndo sdo caracteristicas destes
Orgaos;

o As vilosidades intestinais ou vilos sdo projecGes alongadas da mucosa
(epitélio e 1dmina propria) em direcdo ao lumen. No duodeno possuem forma de folhas,
gradualmente assumindo forma de dedos & medida que se aproximam do ileo. Entre os
vilos existem pequenas aberturas de glandulas tubulares simples denominadas criptas
(glandulas de Lieberkihn). O eixo central de cada vilosidade contém alcas capilares, um
canal linfatico em fundo cego (quilifero ou lacteo) e algumas fibras musculares lisas, em
um tecido conjuntivo frouxo rico em células linfoides;

. As microvilosidades sdo projecdes da membrana plasmatica das células
epiteliais que cobrem as vilosidades intestinais.

A presenca de pregas, vilosidades e microvilosidades aumentam muito a
superficie de revestimento intestinal, uma caracteristica importante num 6rgdo onde a
absorcdo ocorre tdo intensamente. Calcula-se que as pregas aumentem a superficie
intestinal em cerca de trés vezes, as vilosidades aumentem em cerca de 10 vezes e as
microvilosidades aumentem em cerca de 20 vezes a superficie. Em conjunto, estes
processos Sd0 responsaveis por um aumento de aproximadamente 600 vezes na
superficie intestinal (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

6.1. O epitélio do intestino delgado

O epitélio dos vilos é formado principalmente por células absortivas
(enterdcitos) e células caliciformes e se continua com o epitélio das criptas, que por sua
vez contém algumas células absortivas, células caliciformes, células enteroenddcrinas,
células de Paneth e células-tronco (Figuras 7 e 8) (GARTNER & HIATT, 2003;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

As células absortivas superficiais, ou enterdcitos, sdo células colunares altas e
com microvilosidades. Estas estruturas sdo protrusdes cilindricas do citoplasma apical,
cujas pontas estdo cobertas por uma espessa camada de glicocalix que, ndo somente
protege as microvilosidades da autodigestdo, mas seus componentes enzimaticos
também participam da parte final da digestdo de dipeptidios e dissacaridios em seus
mondmeros. Estima-se que cada célula absortiva possua em média 3.000
microvilosidades (GARTNER & HIATT, 2003; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
Estas células reesterificam os &cidos graxos em triglicerideos, formam os quilomicrons
e transportam a massa dos nutrientes absorvidos para a lamina prépria, de onde sdo
distribuidos para o restante do corpo (GARTNER & HIATT, 2003).

As células caliciformes sdo glandulas unicelulares. O duodeno tem o menor
namero de células caliciformes e seu niUmero aumenta ao se aproximar do jejuno. Estas
células produzem e secretam as mucinas, que formam o muco aderido no pélo apical
dos enterécitos (GARTNER & HIATT, 2003). A principal funcdo do muco é proteger o
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epitélio de agressores quimicos, fisicos e biologicos, que podem estar presentes na luz
intestinal. Dependendo da composi¢do de seus monossacarideos, as mucinas Sao
classificadas em neutras e subtipos acidos: ndo-sulfatadas (sialomucinas) e sulfatadas
(sulfomucinas). As mucinas neutras contém monossacarideos de manose, galactose e
galactosamina. As sialomucinas compdem um grupo que contém diversos
monossacarideos, compostos de nove carbonos, e na posicdo Cl1 ha um grupo
carboxilato, que estad sempre ionizado a um pH fisiologico (SHIRAISHI et al, 2009).

As criptas de Lieberkihn sdo glandulas tubulosas simples (ou tubulosas
ramificadas) que abrem espacos entre as vilosidades. Estas glandulas tubulosas sdo
compostas por enterocitos, células caliciformes, células-tronco, células enteroenddcrinas
e células de Paneth (GARTNER & HIATT, 2003). Os enterocitos e as células
caliciformes ocupam a metade superior da glandula. A metade basal da glandula né&o
tem enterdcitos e somente algumas células caliciformes; ao invés disso, a maioria das
células sdo células-tronco, células enteroenddcrinas e as células de Paneth (GARTNER
& HIATT, 2003).

O percentual de renovacdo celular é determinado pela atividade das células-
tronco/ progenitoras multipotentes, localizadas perto da base da cripta de Lieberkiihn,
préximas as células de Paneth (GARCIA & MIRANDA, 2010; JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008). A taxa de reproducdo das células na cripta e a proporcdo de
migracdo desses enterdcitos sdo alteradas em varios estados fisioldgicos ou patoldgicos.
Essas mudancas na dindmica celular determinam nos enterdcitos do vilo, por exemplo,
alteracdo na atividade transportadora relacionada ao tempo de vida (CARUSO &
DEMONTE, 2005).

Esta proliferacdo para na juncdo cripta-vilosidade. As novas células podem
mover-se para baixo e situar-se na base das criptas como células diferenciadas, as
células de Paneth, ou podem migrar para cima ao longo dos vilos enquanto se
diferenciam em enterdcitos, células enteroenddcrinas ou células caliciformes. Quando
as células alcancam o é&pice do vilo, eventualmente elas passam pelo processo de
apoptose e sdo eliminadas para o limen intestinal (CARUSO & DEMONTE, 2005;
GARCIA-MIRANDA, 2010).

As células de Paneth estdo localizadas na por¢éo basal das glandulas intestinais e
produzem o agente antomicrobiano lisozima. Devido a sua atividade antibacteriana, a
lisozima também exerce controle sobre a microbiota intestinal. Ao contrério das outras
células, as células de Paneth tém o tempo de vida comparativamente longo, cerca de 20
dias nas microvilosidades (GARTNER & HIATT, 2003; JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2008).

Os linfécitos intra-epiteliais estdo localizados acima da lamina propria,
principalmente no duodeno e no jejuno proximal, e participam de modo decisivo na
regulacdo das interacGes que ocorrem entre 0 meio ambiente e o sistema imunolégico,
tanto local quanto sistémico. Estes linfocitos sdo predominantemente (98%) linfécitos
Tyd CD8" CD45RO" (células de meméria) (MAYER, 2005).
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Figura 7: Diagrama esquemdtico da mucosa, vilos, criptas de Lieberkiihn, e componentes
celulares do intestino delgado de humanos (Adaptado de GARTNER & HIATT, 2002).

descamagdo
caliciformes ¢ 5 ¥ Fibras
rr\uscular‘es Células absortivas
lisas superficiais
Capilar linfdtico
Fibras

musculares

lisas

=
Células Borda em escova =K
- Enteroendécrinas = 3
Mitoses <] 3 § A Capilar sanguineo
' g\
S Fibras :_{ 3
] | musculares =2
i lisas =
Células de 4 ‘f Linfécitos I Células caliciformes
Paneth

Linfécitos
intra-epiteliais

Figura 8: Diagrama esquematico da cripta de Lieberkiihn (a), do apice do vilo (b) e dos

componentes celulares do intestino delgado de humanos (Adaptado de JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

6.2. Duodeno: caracterizacdo e absorcéo de lipideos

O duodeno é o segmento mais curto do intestino delgado. Ele recebe a bile do
figado e sucos digestivos do pancreas, por meio do duto biliar comum e do duto
pancreético, respectivamente. Estes dutos desembocam na luz do duodeno na papila
duodenal (de Vater). O duodeno difere do jejuno e do ileo por suas vilosidades que sdo
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mais largas, mais altas e mais numerosas por unidade de area. Ele possui menos celulas
caliciformes por unidade de area do que o0s outros segmentos e possui as glandulas de
Brunner em sua submucosa (GARTNER & HIATT, 2003).

O intestino tem um papel importante na homeostase do colesterol. E o 6rgdo
responsavel pela regulacdo da quantidade de colesterol que serd absorvido, seja ele
oriundo da dieta ou produzido no organismo. Nesta regido ocorre a montagem
intracelular e liberacdo de quilomicrons, HDL nascentes e uma forma intestinal de
lipoproteina de baixa densidade (NGUYEN et al., 2001).

Em mamiferos, os triglicerideos sdo parcialmente hidrolisados no Idmen
intestinal a &cidos graxos livres e monoacilglicerois. Os produtos entdo se difundem em
micelas para a mucosa intestinal onde s&o absorvidos como mondmeros (OLSEN &
RINGO, 1997). Os &cidos graxos sdo reesterificados em triglicerideos no reticulo
endoplasmatico antes de serem incorporados em lipoproteinas e serem exocitados ao
espaco intersticial (THOMSON et al., 1993; TSO & FUJIMOTO, 1991).

Os acidos graxos de cadeia longa e os monoglicerideos entram no reticulo
endoplasmatico liso dos enterdcitos, onde sdo reesterificados formando triglicerideos.
Estes triglicerideos sdo transferidos para o aparelho de Golgi, onde sdo combinados com
uma capa de B-lipoproteina, produzida no reticulo endoplasmético rugoso, formando
quilomicrons. Estas grandes goticulas lipoprotéicas, empacotadas e liberadas pelo
aparelho de Golgi, sdo transportadas para a membrana basolateral das células e
liberadas na lamina prépria. Os quilomicrons seguem para os vasos quiliferos,
preenchendo-os com uma substancia rica em lipideos, denominada quilo (GARTNER &
HIATT, 2003).

Acidos graxos de cadeia curta ndo entram no reticulo endoplasmatico liso para
serem reesterificados. Estes acidos graxos livres, que sdo suficientemente curtos para
serem hidrossolUveis, dirigem-se para a membrana basolateral do enterdcito, se
difundem para a ldmina propria e penetram nas alcas capilares e vao para o figado onde
séo processados (Figura 9) (GARTNER & HIATT, 2003).

Os écidos biliares sdo sintetizados a partir do colesterol no figado e séo
secretados com a bile no intestino delgado. Uma pequena fracdo dos conjugados
lipofilicos de acidos biliares sdo absorvidos passivamente no pH acido do duodeno.
Acidos biliares conjugados sdo absorvidos no jejuno por troca anibnica e por um
mecanismo de transporte antiporte. No ileo, um transportador de &cido biliar Na*
dependente participa do processo de absorcdo dos 4acidos biliares conjugados
(THOMSON et al., 2001).
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Figura 9: Absorcdo de lipideos no intestino delgado (Adaptado de GARTNER & HIATT,
2002).

7. Figado: estrutura e fungao

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo e considerado também a maior
glandula. Nele os nutrientes absorvidos no intestino delgado s&o processados e
armazenados para utilizacdo por outros 6rgaos. Grande parte do sangue que vai para o
figado chega pela veia porta (70-80%); uma menor porcentagem é suprida pela artéria
hepéatica. Todos 0s nutrientes absorvidos pelo intestino chegam ao figado pela veia
porta, exceto os quilomicrons, que chegam ao figado pela artéria hepéatica. Sua posicédo
no sistema circulatorio é ideal para captar, transformar e acumular metabdlitos e para a
neutralizacdo e eliminacdo de toxinas. A eliminagdo ocorre na bile, uma secrecdo
exocrina do figado, importante para a digestdo de lipideos (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).

O componente estrutural basico do figado é a célula hepatica ou hepatdcito
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Estas estdo dispostas em lébulos hexagonais
claramente demarcados por delgados elementos de tecido conjuntivo. Estas placas sdo
separadas por espagos vasculares denominados sinusoides hepaticos. Nos locais em que
trés lobulos classicos entram em contato uns com 0s outros, os elementos de tecido
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conjuntivo sdo mais abundantes e estas regides sdo denominadas espaco porta (triades).
Os espacos porta contém ramos pequenos da artéria hepatica, da veia porta, dutos
biliares interlobulares e vasos linfaticos (Figura 10) (GARTNER & HIATT, 2003).

Além disso, macrofagos residentes, denominados células de Kupffer, estdo
associados ao endotélio dos sinusdides. Este endotélio esta separado dos hepatécitos
pelo estreito espaco perissinusoidal ou espaco de Disse, e 0 plasma que passa pelos
sinusdides tem livre acesso a este espaco (GARTNER & HIATT, 2003).

Veia sublobular
B ¢

Lobo esquerdo
Ligamento falciforme
Artériahepdtica
Veia cava
Veia porta

N

',\

\\_:_ ';‘j_‘ébu'o ESPOGO Por‘fd
Lobo direito epatico

Artériahepética

Triade Duto biliar
porta

Veia central

C Veia porta

At L LIS L TT T 11
ol @
/ -— Veia central

=858~ Sinusdides
Hepatdcitos
Dutobiliar

Veia porta

Triade porta

Artériahepdtica

Figura 10: Desenho esquematico do figado. A: Anatomia macroscopica do figado; B: Loébulos
hepéaticos mostrando os espacos porta e veia central; C: Parte do I6bulo esquerdo mostrando o
espaco porta, placas de hepatécitos, sinuséides e canaliculos biliares (Adaptado de GARTNER
& HIATT, 2002).

7.1.  Hepatdcitos e 0 metabolismo dos lipideos

Os hepatdcitos constituem quase 75% do peso do figado e produzem a bile
priméria que, modificada pelas células que revestem os dutos biliares e a vesicula biliar,
torna-se a bile. Aproximadamente 75% dos hepatdcitos possuem um Unico nucleo,
enguanto os demais hepatdcitos sdo binucleados. Os hepatdcitos sintetizam ativamente
proteinas para uso prdprio, assim como, para exportacdo. Portanto, eles possuem
abundancia de ribossomos livres, reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi
(GARTNER & HIATT, 2003).
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Os hepatdcitos contém quantidades variaveis de inclusbes sob a forma de
goticulas de lipideos. Estas goticulas sdo principalmente lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL). Depositos de glicogénio estdo presentes como acumulos elétron-
densos denominados particulas B e localizados na vizinhanga do reticulo
endoplasmatico liso (GARTNER & HIATT, 2003).

Os quilomicrons, liberados pelos enterdcitos no intestino delgado, seguem para o
sistema linfatico e chegam ao figado por meio dos ramos da artéria hepéatica. Dentro dos
hepatocitos, eles sdo degradados a acidos graxos e glicerol. A seguir, 0s acidos graxos
sdo desnaturados e usados na sintese de fosfolipideos e colesterol, ou sdo degradados
para acetil coenzima A. Duas moléculas de acetil coenzima A se combinam formando
acido acetoaceético. Grande parte deste acido é convertida no acido B- hidroxibutirico e
parte em acetona. Estes trés compostos sdo denominados corpos cetonicos.
Fosfolipideos, colesterol e corpos cetdnicos sdo armazenados nos hepatdcitos até sua
liberacdo no espaco de Disse. Além disso, o figado produz lipoproteinas de densidade
muito baixa, que também sdo liberadas no espaco de Disse (GARTNER & HIATT,
2003).
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Objetivos

1. Objetivos gerais

O objetivo geral deste trabalho foi extrair o 6leo de sementes de sacha kiruma,
determinar o perfil de &cidos graxos e avaliar os efeitos desse 6leo na estrutura do
duodeno e figado de camundongos.

2. Objetivos especificos

a) Obter o 0Oleo das sementes de sacha kiruma utilizando o método de
extragéo por solvente (hexano);

b) Determinar o rendimento do processo de extracdo de 6leo;

C) Determinar a composicdo de acidos graxos nas amostras do Gleo
extraido;

d) Acompanhar o consumo alimentar e a evolugdo ponderal de
camundongos selvagens e knockout Apo-E tratados com dieta controle e dieta com o
6leo de sacha kiruma;

e) Avaliar os efeitos do 6leo de sacha kiruma na estrutura histologica do
duodeno e figado de camundongos selvagens e knockout Apo-E, machos e fémeas.
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Metodologia
1. Obtencao do dleo

1.1. Sementes
Foram utilizados trés espécimes de sacha kiruma, estabelecidos em Vicosa, a

partir da germinacdo de sementes provenientes da Estacdo Experimental Agraria "El
Polvenir", Tarapoto (Peru). A cidade de Vigosa esta localizada na Zona da Mata mineira
(20° 45" 14" S, 42° 52' 53" O, 648,74 m), com clima caracterizado como tropical de
altitude, com verdes chuvosos, invernos frios e secos, temperatura média de 19°C e solo
argissolo vermelho-amarelo (ABREU et al., 2008; MARAGON et al., 2003). Quando os
frutos atingiram a maturidade, procedeu-se a coleta das sementes. Foram feitas trés
coletas ao longo de dois meses.

Apos a colheita, as sementes foram secas em temperatura ambiente por 15 dias.
Em seguida, foram acondicionadas em estufa com Circulacdo e Renovacdo de ar TE-
394/2, Tecnal® a 45°C por 24 horas, a fim de desumidifica-las. Esta estufa foi
gentilmente cedida pelo Laboratério de Micorriza, do Departamento de Engenharia
Florestal da Universidade Federal de Vigcosa. Apos o processo foram obtidos 2,127kg de
sementes desumidificadas.

1.2.  Moagem das sementes

As sementes foram moidas em Moinho de Rotor Vertical com facas mdveis e
fixas, cedido pelo Laboratério de Painéis e Energia da Madeira, Departamento de
Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa. Apds a moagem foram
obtidos 2,042kg de amostra.

1.3.  Extracdo do dleo de sacha kiruma

Foi utilizado o método de extracdo por solvente com Soxhlet, utilizando hexano.
Este método pode ser aplicado devido as caracteristicas das sementes de sacha kiruma
que apresentam alto teor de lipideos. Toda a metodologia de extracdo foi realizada no
Laboratorio de Sementes, Departamento de Engenharia Florestal da Universidade
Federal de Vigosa. O método foi adaptado para a amostra de acordo com descri¢do no
Anexo I.

A primeira etapa do processo de extracdo foi a padronizacdo da massa de
sementes moidas a ser utilizada no cartucho de extragdo. De acordo com a aparelhagem
disponivel para o processo, foi possivel utilizar cartuchos com 50g ou com 100g de
amostra. O uso de cartuchos com 100g de amostra, apesar de representar a principio
uma vantagem pela reducgé@o do tempo total para a extragdo, mostrou-se pouco vantajoso
devido ao menor rendimento em relagdo aos cartuchos de 50g. Optou-se pelos cartuchos
com a menor massa a fim de se obter o maior rendimento possivel e minimizar o
desperdicio de amostra.

Para remogdo de particulas que tenham permanecido durante a extracdo, a
amostra contendo solvente e 6leo foi recolhida e filtrada a vacuo, utilizando uma bomba
de 1,5 HP e papel de filtro com porosidade 11. Em seguida, a amostra passou por uma
destilacéo.
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A destilacdo utilizando rotavapor com vacuo tem como objetivo separar 0
hexano do o6leo utilizando o seguinte equipamento: Evaporador rotativo a vacuo
(condensador vertical) e o Banho ultratermostatizado com bomba de circulacdo
(temperatura da &gua para o condensador do evaporador de 16°C + 0,1°C), cedidos pelo
Laboratério de Sementes do Departamento de Engenharia Florestal, Universidade
Federal de Vigosa. O processo esta descrito no Anexo Il. Este processo demorou cerca
de 2h30’ por bateria de extracdo e garantiu aproximadamente 100% de eficiéncia na
retirada do solvente do 6leo bruto.

Em seguida, procedeu-se a etapa de borbulhar a amostra com nitrogénio. O
objetivo desta etapa consiste em expulsar o restante de solvente ainda presente e
também retirar 0 maximo do oxigénio da amostra. Com isso, minimiza-se a oxidagéo
dos acidos graxos do 6leo. A metodologia esta descrita no Anexo Ill. Ao fim desta etapa
encontramos o Oleo puro, que foi armazenado em frasco ambar a -20°C. Foram
realizadas seis baterias de extracdo, num total de 778ml de 6leo bruto obtido.

2. Eficiéncia do processo de extracao

Para obter os valores da eficiéncia de extracdo de cada sequéncia, foi utilizada a
seguinte relagéo:

Volume de dleo bruto apds o rotavapor x 100%

Eficiéncianaextracdo (%)=
Massa de sementes que entra no extrator

3. Obtencdo dos ésteres de acidos graxos do 6leo de sacha kiruma

Para tracar o perfil lipidico do 6leo de sacha kiruma no tocante ao teor de acidos
graxos livres, foi preciso realizar a saponificacdo e esterificacdo da amostra. Este
método foi realizado no Laboratério de Bioguimica Nutricional, do Departamento de
Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa.

A extracdo dos lipideos seguiu o método proposto por Folch et al. (1957)
utilizando 30mg de 6leo e, em seguida, as amostras foram esterificadas pela técnica de
Hartman & Lago (1973). As metodologias foram adaptadas para a amostra seguindo
modificacdes apresentadas no Anexo IV.

3.1. Avaliacdo do perfil lipidico do 6leo de sacha kiruma utilizando a
cromatografia gasosa

A determinacdo do perfil de acidos graxos do 6leo de sacha kiruma foi feita por
meio da cromatografia gasosa. O aparelho utilizado foi cedido pelo Laboratorio de
Nutricdo Experimental, do Departamento de Nutri¢do e Saude da Universidade Federal
de Vicosa. Foi utilizado um cromatdgrafo a gas Shimadzu, com detector por ionizacdo
em chama (FID - Flame lonization Detector) equipado com uma coluna capilar de silica
fundida (100m x 0,25mm id).

As condicGes de analise foram: programacao da temperatura: 80°C com rampa
de aquecimento de 10°C/min até alcancar 150°C e 4°C/min até alcancar a temperatura
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de 250°C, temperatura do injetor mantida a 240°C e detector a 260°C; gas de arraste
hidrogénio ultra puro, razéo split: 5 e fluxo da coluna de 1,6mL/min.

A amostra obtida da extracdo descrita anteriormente estava acondicionada em
frascos ambares a -20°C. Foi retirada dessa condi¢cdo e mantida em temperatura
ambiente por 5min. A amostra foi recuperada com 200uL de n-hexano para
cromatografia gasosa (Sigma®). Foi armazenada em vial para posterior injecdo no
aparelho. Foi realizada injecdo de 0,2juL de amostra para a leitura. Os metil ésteres dos
acidos graxos mais abundantes foram identificados por comparacdo com o tempo de
retencdo dos padroes de ésteres metilicos dos acidos graxos C-4 a C-22.

O padréo utilizado foi estabelecido a partir de uma mistura de padrdes
comerciais (Sigma®, EUA), de propor¢do de massa conhecida, contendo os ésteres
metilicos dos seguintes acidos graxos: butirico (4:0); caproico (6:0); caprilico (8:0);
caprico (10:0); undecanoico (11:0); laurico (12:0); tridecandico (13:0); miristico (14:0);
miristoléico (14:1); pentadecanoico (15:0); cis-10-pentadecandico (15:1); palmitico
(16:0); palmitoléico (16:1); heptadecanodico (17:0); cis-10-heptadecandico (17:1);
estedrico (18:0); elaidico (18:1n9t); oléico (18:1n9c); linolelaidico (18:2n6t); linoléico
(18:2n6¢); araquidico (20:0); vy-linolénico (18:3n6); cis-11-eicosendico (20:1);
linolénico (18:3n3); heneicosandico (21:0); cis-11,14- eicosadiendico (20:2); behénico
(22:0); cis-8,11,14- eicosatriendico (20:3n6); erucico (22:1n9); cis-11,14,17-
eicosatriendico (20:3n3); araquidénico (20:4n6); tricosandico (23:0); cis-13,16-
docosadiendico (22:2); lignocérico (24:0); cis-5,8,11,14,17- eicosapentaendico
(20:5n3); nervénico (24:1); cis-4,7,10,13,16,19- docosahexaenoico (22:6n3). Os picos
cromatograficos dos ésteres metilicos dos acidos graxos do padrdo foram utilizados
como referéncia para determinar quais componentes estavam presentes na amostra
(VIDAL, 2009).

A quantificacdo dos acidos graxos presentes na amostra foi calculada mediante a
porcentagem da &rea de cada pico correspondente ao acido graxo identificado pelo
padrdo correspondente (VIDAL, 2009). A partir dos valores percentuais dos &cidos
graxos foi calculada a relacdo poliinsaturados/ saturados. Para tal, os acidos graxos
poliinsaturados utilizados foram linoléico, linolénico e araquiddnico e os acidos graxos
saturados foram palmitico e miristico (FOLEGATTI ROMERO, 2007; HAMAKER et
al, 1992; VIDAL, 2009).

4. Ensaio bioldgico

4.1. Origem e manuten¢do dos animais

Foram utilizados 40 camundongos (Mus musculus) Black, sendo 20 da linhagem
C57BL/6 knockout para o gene Apo-E e 20 da linhagem C57BL/6 normal, dos dois
sexos e provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Saude
da Universidade Federal de Vicosa. Os animais foram distribuidos em oito grupos
(Tabela 2) de acordo com a linhagem, o sexo e o tratamento (dieta com ou sem o 6leo
extraido de sacha kiruma).
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Tabela 2: Caracterizacdo dos grupos experimentais.

Identificacdo | Numero de Caracterizacao do grupo
individuos
ACM 5 Animais Apo-E -/-; dieta controle, machos
ACF 5 Animais Apo-E -/-; dieta controle, fémeas
ATM 5 Animais Apo-E -/-; dieta tratada com o dleo de sacha kiruma,
machos
ATF 5 Animais Apo-E -/-; dieta tratada com o 6leo de sacha kiruma,
fémeas
BCM 5 Animais BlackC57/6; dieta controle, machos
BCF 5 Animais BlackC57/6; dieta controle, fémeas
BTM 5 Animais BlackC57/6; dieta tratada com o 6leo de sacha
kiruma, machos
BTF 5 Animais BlackC57/6; dieta tratada com o 6leo de sacha
kiruma, fémeas

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, com ventilacdo
natural. Cada gaiola representava um grupo, com cinco individuos, em um total de oito
grupos. As gaiolas foram mantidas no Biotério do Departamento de Nutricdo e Salde da
Universidade Federal de Vicosa, localizado no Laboratério de Nutricdo Experimental,
sala de Experimentacdo II- Setor de Camundongos. A sala possui controle de
fotoperiodo com ciclos de claro/escuro de 12 horas, e temperatura variando entre 18 e
22°C.

Os animais iniciaram o tratamento com 44 dias de idade, 0o que caracteriza
individuos juvenis. O tratamento teve duracdo de 90 dias e os animais foram submetidos
a eutanasia com 134 dias de idade.

As gaiolas foram cuidadosamente higienizadas duas vezes por semana, no
momento em que se processava a troca da maravalha por outra previamente
autoclavada. A agua do bebedouro também era renovada, assim como a ragao.

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica do Departamento de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Vigcosa (Processo n° 29/2010).

4.2. Dieta com o 6leo de sacha kiruma

Antes de iniciar o tratamento, os animais foram tratados com dieta comercial
para murinos e passaram 12 horas em jejum, para a retirada de sangue, antes da oferta
da nova racdo. Esta foi elaborada de acordo com determinacGes AIN-93G formulada
para roedores em fase de crescimento, gestacéo e lactacdo (Tabela 3).

As dietas foram calculadas e adequadas para que a ingestdo dos nutrientes ndo
fosse desigual entre os grupos. Foram preparadas no Laboratério de Nutricdo
Experimental, Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa,
manualmente e devidamente acondicionadas a -20°C até o momento de ofertar aos
animais.
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Tabela 3: Formulagdo das dietas controle e experimental. Em acordo com determinagdes AIN-
93G formulada para roedores em fase de crescimento, gestacao e lactagdo.

Ingredientes Dieta controle (%) | Dieta experimental (%)
Caseina 20 20
Amido dextrinizado | 13,2 13,2
Sacarose 10 10
Oleo de soja 7 -
Oleo de sacha kiruma | - 7
Fibras 5 5
Mistura de minerais | 3,5 3,5
Mistura de vitaminas | 1 1
L-cistina 0,3 0,3
Bitartarato de colina | 0,25 0,25
Amido de milho 39,75 39,75

O consumo alimentar foi verificado duas vezes por semana em cada grupo. O
calculo se baseou na racdo restante no comedouro, em relacdo a quantidade de ragédo
inicial. Inicialmente foi considerado um consumo de 10g/ animal por dia. Ao longo das
semanas essa oferta foi ajustada de acordo com o consumo dos grupos, numa média de
4g/animal por dia.

4.3. Desenvolvimento dos animais

Ao longo do tratamento, os animais tiveram livre acesso a dgua e alimento. O
peso corporal individual foi obtido quinzenalmente. Para a avaliagcdo do crescimento dos
animais, foi utilizado também o indice hepatossomaético (IH):

Peso do figado x 100%

IH

Peso corporal

4.4. Eutanésia

Ao final do experimento, todos os animais foram submetidos a eutanésia para a
coleta dos 6rgdos, utilizando-se a inalagdo com gas carbonico. Este procedimento foi
realizado no Laboratério de Nutricdo Experimental, do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vigosa. A massa final de cada camundongo foi
obtida minutos antes do procedimento.

5. Avaliacao dos efeitos do tratamento no duodeno

5.1. Obtencéo dos fragmentos do duodeno

O intestino delgado foi identificado em sua por¢édo inicial e cuidadosamente
distendido para que os contetdos permanecessem em posicdo (MARQUES, 2006). Para
a localizagdo do duodeno, foi utilizado como referéncia o esfincter pildrico e a
interse¢do duodeno/jejuno. Incluindo o esfincter pilorico, extraiu-se um fragmento com
aproximadamente dois centimetros de comprimento. As amostras foram colhidas e
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lavadas rapidamente em solucdo salina. Os fragmentos foram fixados em solucédo de
paraformaldeido-glutaraldeido (KARNOVSKY, 1965). O material permaneceu por 24
horas no fixador e foi posteriormente transferido para solu¢do de &lcool 70% até a
inclusdo em glicol-metacrilato (Historesin®, LEICA).

5.2.  Microtomia, Coloracao e Histoquimica

Os procedimentos de microtomia, coloracéo e histoquimica foram realizados no
Laboratorio de Biologia Estrutural e Histofisiologia Reprodutiva e Digestiva, do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa. Os fragmentos do
duodeno foram seccionados em microtomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut,
Germany) para a obtencdo de cortes transversais semi-seriados. O material foi
seccionado na espessura de 2um e intervalo entre cortes de 40pm.

Os cortes foram submetidos aos seguintes métodos: coloracdo com Azul de
Toluidina-Borato de Sdédio 1% e técnica combinada do Azul de Alcian (AB) pH 2,5
com o Acido Periddico de Schiff (PAS) (AB+PAS).

5.2.1. Azul de Toluidina-Borato de Sédio 1%

As preparagdes foram imersas na solucdo de Azul de Toluidina-Borato de Sddio
1% por 30 segundos em uma cuba de coloragdo. Os cortes foram posteriormente
lavados em &gua corrente, as preparacdes foram secas em temperatura-ambiente e
montadas em Entellan® (Merck). Com essa coloracdo evidenciou-se regides
metacromaticas, nucleos celulares e a estrutura histoldgica geral da parede do duodeno.
Nestas preparacOes foi feita a morfometria da mucosa e da tunica muscular.

5.2.2 Técnica combinada AB+PAS modificada de Bancroft & Stevens (1996)

As preparagdes foram tratadas inicialmente com solugdo tampéo por 15 minutos
em temperatura ambiente. Na sequéncia, com solucdo de Azul de Alcian pH 2,5 por
cerca de duas horas em estufa a 60°C. Apos esse tempo, o material recebeu banhos
sucessivos em agua corrente e depois em agua destilada. A proxima etapa envolveu
tratamento do material com solucdo aquosa de acido peridédico 1% por 45 minutos. Os
cortes foram expostos ao Reativo de Schiff durante cerca de 60 minutos, com a cuba
envolvida por uma folha de papel aluminio, a fim de proteger o material da luz. O
material foi entdo novamente banhado em &gua corrente durante cinco a dez minutos.
Os nucleos foram contracorados com hematoxilina de Mayer durante dois minutos. O
material foi novamente lavado em &gua corrente. As laminas foram secas em
temperatura ambiente e montadas em Entellan® (Merck).

Com esta técnica foi possivel evidenciar em azul o mucopolissacarideo acido e,
na cor magenta, o mucopolissacarideo neutro. Quando houve mistura de ambos, a cor
dependeu do mucopolissacarideo dominante, podendo variar do azul parpura ao violeta.
Nestas preparacdes foram feitas as quantificagdes das células caliciformes e das células
de Paneth.

5.3. Captura de imagens
As imagens das secc¢des histoldgicas foram capturadas a partir do microscopio
de luz (Olympus AX 70) por meio de uma cadmera de captura acoplada a um sistema
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computadorizado (o programa SPOT, versdo 3.5.9 para Windows) no Laboratorio de
Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Vigosa.

Foram capturadas 40 imagens das preparacOes coradas com Azul de Toluidina-
Borato de Sddio 1% e 10 imagens das preparacdes submetidas a técnica combinada
AB+PAS. Foram capturadas imagens de, pelo menos, cinco cortes transversais do
duodeno do mesmo animal utilizando-se objetiva de 10X e zoom de 1,25 para as
preparacdes coradas com Azul de Toluidina e objetiva de 20X e zoom de 1,25 para as
preparacdes submetidas a técnica combinada AB+PAS.

5.4.  Analise histomorfométrica
Estas analises foram feitas no Programa Image Pro Plus versdo 4.5 para
Windows.

5.4.1 Morfometria dos vilos

A morfometria dos vilos envolveu a determinacdo do diametro basal, mediano e
apical, e altura de 50 vilos por animal. A altura do vilo foi determinada pelo traco desde
0 apice até a linha do diametro basal (PIRES et al, 2003). Foram feitas cinco medidas
de cada parametro em 10 campos diferentes. Com estes dados encontramos também a
relagdo altura do vilo/ largura do vilo para cada animal.

A morfometria do vilo envolveu, ainda, avaliar a altura do epitélio absortivo. Em
30 vilos aleatorios foram obtidos cinco valores para esta altura.

5.4.2. Quantificacdo de enterocitos e linfocitos intraepiteliais no vilo

Em seis vilos bem delineados em corte longitudinal e em campos aleatorios,
foram quantificados os enterdcitos e linfdcitos intraepiteliais. Com esses dados, foi
obtida a relacdo enterdcito/ linfocito intraepitelial para cada animal.

5.4.3. Morfometria da cripta de Lieberkiuhn

Esta morfometria envolveu determinar os diametros da base, meio e apice, e 0
comprimento de 50 criptas por animal. Com esta anélise, foi possivel obter, ainda,
relacdo altura do vilo/altura da cripta de cada animal.

5.4.4. Morfometria da mucosa

Foram determinadas as espessuras da mucosa basal (epitélio da base do vilo até
0 inicio da muscular) e da mucosa total (&pice do vilo até o inicio da muscular). Foram
feitas 10 medidas por animal para cada parametro, em fotos aleatdrias.

5.4.5. Morfometria das tunicas musculares

Foram determinadas as espessuras da subcamada muscular longitudinal externa,
a subcamada muscular circular interna e a espessura total da tinica muscular. Foram
obtidas 50 medidas de cada parametro por animal, cinco medidas por campo, em dez
campos diferentes.
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5.4.6. Quantificacdo das células caliciformes por mm?2 de mucosa

Em dez campos por animal, foi determinada a &rea da mucosa a ser analisada.
Nesta area, foram quantificadas as celulas caliciformes, de acordo com a coloragdo do
muco evidenciado pela técnica. Os valores foram convertidos para uma area de 1mm?
de mucosa a fim de padronizacéo.

5.4.7. Quantificacdo da célula de Paneth por mm?2 de mucosa

Nos mesmos campos utilizados para a analise anterior também foram
quantificados as células de Paneth. Sua evidenciagdo foi possivel, pois os granulos em
seu citoplasma sdo evidenciados na tecnica, além de sua localizacéo basal. Os valores
foram convertidos para uma &rea de 1mm2 de mucosa a fim de padronizacéo.

5.4.8. Obtencao da superficie de absorcédo (SA) do duodeno:
Para obtencdo destes valores, foi utilizada a seguinte formula (HARDIN et al.,
1999):

SA (um?) = Alturado vilo (um) x Largura a50% de alturado vilo (um)

6. Avaliacoes dos efeitos do tratamento no figado

6.1. Obtencdo dos fragmentos de figado

O figado foi extraido, lavado imediatamente com solucéo salina e pesado. Na
sequéncia, parte da amostra foi fixada em solucdo de paraformaldeido-glutaraldeido
(KARNOVSKY, 1965). O material permaneceu por 24 horas no fixador e foi
posteriormente transferido para solugdo de alcool 70% até a inclusdo em glicol-
metacrilato (Historesin®, LEICA).

6.2. Microtomia e Coloracao

Os procedimentos de microtomia e coloracdo foram realizados no Laboratério
de Biologia Estrutural e Histofisiologia Reprodutiva e Digestiva, Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vigcosa. O fragmento de figado foi
seccionado em micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut, Germany) para a
obteng&o de cortes transversais semi-seriados. O material foi seccionado na espessura de
2um e intervalo entre cortes de 20um e corado com Hematoxilina-Eosina para melhor
interpretacdo da morfologia do parénquima e estroma hepatico.

No método de coloracdo, as preparaces foram mergulhadas na solucdo de
Hematoxilina por trés minutos. Na sequéncia foram lavadas com &gua corrente e
mergulhadas em solucdo de Eosina por 30 segundos. Novamente, banho em &agua
corrente. As preparagdes foram secas em temperatura ambiente, sendo a montagem
realizada com o meio Entellan® (Merck).

6.3. Captura de imagens
As imagens das sec¢des histologicas foram capturadas a partir do microscopio
de luz (Olympus AX 70) por meio de uma camera de captura acoplada a um sistema
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computadorizado (o programa SPOT, versdo 3.5.9 para Windows) no Laboratorio de
Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de
Vigosa. Foram capturadas 10 imagens para cada animal com objetiva de 20X e zoom de
2,00.

6.4. Analise histomorfométrica

Esta analise foi feita no Programa Image Pro Plus verséo 4.5 para Windows. Em
dez campos diferentes para cada animal, foi aplicada uma grade com 266 interseccoes,
totalizando 2.660 pontos por animal. Foram contabilizadas as interse¢des em hepatocito
binucleado, hepatocito mononucleado, citoplasma, sinusdide, macréfago, goticula
lipidica, necrose e vaso sanguineo. Nestes mesmos campos foram obtidos valores para o
didmetro celular e nuclear de 30 hepatdcitos.

Hepatdcitos binucleados e mononucleados foram considerados quando a
intersecdo se encontrava sobre estes ndcleos. Interseccbes em outras regibes do
citoplasma, salvo nucleo ou goticula lipidica, foram consideradas na classificacdo
“citoplasma”. As goticulas lipidicas foram reconhecidas pela imagem negativa, 0 espaco
branco. A necrose foi reconhecida pela morfologia disforme do ndcleo e citoplasma,
coloracéo diferenciada e presenca de nucleos picnoticos.

7. Andlise Estatistica

Para a comparagdo entre as médias obtidas na observacdo do duodeno e figado
foi aplicado, inicialmente, o teste de Kolmogorov-Smirnov, que verifica a normalidade
das varidveis. Para verificar a diferenca entre dois grupos independentes com
distribuicdo normal, foi utilizado o teste paramétrico de T- Student Newman-Keuls e
para 0S grupos que ndo seguiram a distribuicdo normal, foi utilizado o teste nao
paramétrico U de Mann-Whitney.

Todos estes testes foram realizados com o software SigmaStat 3.5 com nivel de
significancia igual a 5% (p<0,05).

8. Interpretacdo dos resultados

Os grupos foram comparados dois a dois considerando o tratamento (T) com o
controle (C), as linhagens knockout (A) com a selvagem (B), e machos (M) com fémeas
(F) (Tabelas 2 e 4).

Tabela 4: Combinacéo de grupos utilizada para a interpretagdo dos resultados.

Considerando o Considerando a Considerando o
tratamento linhagem Sexo
proposto
ATM X ACM ATM X BTM ATM X ATF
ATF X ACF ATF X BTF BTM X BTF
BTM X BCM ACM X BCM ACM X ACF
BTF X BCF ACF X BCF BCM X BCF
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Resultados
Extracéo e avaliacdo do 6leo das sementes de sacha kiruma

1. Rendimento da extracédo de 6leo
A tabela 5 apresenta os resultados de eficiéncia da extragdo do 6leo. A média de
extracao foi de 38,08%.

Tabela 5: Rendimento das seis baterias de extracdo do 6leo de sacha kiruma.

Baterias Cartucho Total de Oleo bruto Eficiéncia na Residuo no
amostra (g) | extraido (ml) | extragdo (%) cartucho (Q)
1 6 de 509 300 134 44,66 191
2 6 de 100g 600 220 36,67 424,10
3 3 de 100g 300 101 33,66 215,5°
4 6 de 509 300 121 40,33 198,30
5 6 de 50 300 106 35,33 205,64
6 4 de 50g + 1 | 239,38 96 40,10 159,21
de 39,38¢
TOTAL 2.039,38° 778 38,08 1.396,45

*0 total de amostra inserida no extrator foi menor que a obtida apés a moagem das sementes
devido as perdas durante a pesagem e preparo dos cartuchos.

2. Perfil de acidos graxos do éleo de sacha kiruma

Os resultados preliminares da cromatografia gasosa indicaram ésteres de acidos
graxos de cadeia longa (Tabela 6). Os resultados mostraram presenca de intermediarios
da cadeia de biossintese dos acidos graxos linoléico e linolénico, indicando a presenga
inicial destes acidos graxos. O &cido graxo com maior porcentagem na amostra
(50,61%) foi o eicosadiendico (C20:2n6), produto direto da elongacdo do acido graxo
linoléico (C18:2n6), da familia -6, muito encontrado em 6leos vegetais.

Foi encontrada neste 6leo alta concentracdo de poliinsaturados, 95,48% e baixa
concentracdo de acidos graxos saturados (4,42%). Outros &cidos graxos encontrados
foram da familia ®-9, o acido oléico (C18:1n9) (6,37%), o &cido elaidico (C18:1n9t)
(2,42%) e o acido erucico (C22:1n9) (0,02%).
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Tabela 6: Acidos graxos (% de area) do 6leo extraido das sementes de sacha kiruma.

Esteres de Acidos graxos % de area
Saturados

Miristico (C14:0) 0,0252
Palmitico (C16:0) 4,2853
Heptadecanoico (C17:0) 0,0700
Behénico (C22:0) 0,0273
Lignocérico (C24:0) 0,0094
Insaturados

Monoinsaturados
cis-10-heptadecendico (C17:1) | 0,0273
Nervonico (C24:1) 0,0066
Poliinsaturados

Omega 3

Linolénico (C18:3n3) 0,0092
Eicosatriendico (C20:3n3) 0,0109
Omega 6

Linoléico (C18:2n6) 34,9018
y-linolénico (C18:3n6) 0,0643
Eicosadiendico (C20:2n6) 50,6126
Araquidonico (C20:4n6) 0,0090
Docosadiendico (C22:2n6) 0,0169
Linolelaidico (C18:2n6t) 1,0473
Omega 7

Palmitoléico (C16:1n7) 0,0672
Omega 9

Elaidico(C18:1n9t) 2,4156
Oléico (C18:1n9) 6,3744
Erdcico (C22:1n9) 0,0196
> Saturados 44172
> Insaturados 95,5827
> Monoinsaturados 0,1011
> Poliinsaturados 95,4816

31



3. Relacao de acidos graxos poliinsaturados/saturados no 6leo

Nessa relacdo foram considerados os acidos graxos poliinsaturados, linoléico,
linolénico e araquiddnico e os 4cidos graxos saturados, palmitico e miristico, obtendo-se
o valor de 8,10 (Tabela 7).

Tabela 7: Principais &cidos graxos encontrados no Oleo de sacha kiruma e a relacdo
poliinsaturados/saturados.

Acidos graxos Concentracéao (%)
Linoléico (C18:2n6) 34,9018
Linolénico (C18:3n3) 0,0092
Araquidonico (C20:4n6) 0,0090
Poliinsaturados 34,92
Miristico (C14:0) 0,0252
Palmitico (C16:0) 4,2853
Saturados 4,3105
Relagao poliinsaturados/ saturados 8,10
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Ensaio Bioldgico

1. Consumo alimentar

Nas duas primeiras semanas do experimento, que corresponderam ao periodo de
adaptacdo dos animais quanto a dieta e acomodacdo, ndo se observou reducdo no
consumo alimentar. Durante 0 experimento 0 consumo se manteve com pouca
oscilacdo, com média de 3,5¢g/animal/dia (Figura 11).

Consumo Alimentar
(Média (g)/Animal/Dia)

5,00
4,50
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

B Geral MTratado ® Controle

Figura 11: Consumo alimentar dos grupos tratados, controles e consumo geral ao longo do
tratamento.
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2. Evolucéo ponderal
A massa corporal inicial dos animais variou entre 16 e 25g e, ao longo das
quinzenas (Q) oscilou entre 18 e 259 (Figura 12).

Evolucao ponderal dos grupos
(média/grupo/quinzena) (g)
| _ g | | u Inicial
F 1 . |
| | | mal
1 - =a
n - =as
| | | 4
A 3 "
| | | m Q5
| | |
=Q6
Macho | Fémea | Macho | Fémea | Macho | Fémea | Macho | Fémea .
 Final
Apo-E Black Apo-E Black
Grupo Tratado Grupo Controle
Figura 12: Evolugdo ponderal dos camundongos ao longo das quinzenas (Q).
3. Variagdo da massa corporal, consumo alimentar e indice

hepatossomatico

Foram encontradas diferengas relacionadas a linhagem e ao sexo dos
camundongos para as médias de massa corporal inicial, em que foram encontrados
machos e individuos da linhagem BlackC57/6 com maiores valores em relacdo as
fémeas, ou a linhagem knockout. A média do grupo BTM foi maior em relagdo a BTF;
ACM maior em relacdo a ACF; BCM maior em relacdo a BCF; BCM maior em relacéo
a ACM e BTM maior em relagdo a ATM. Considerando as médias de massa corporal
final, foram encontradas diferencas relacionadas ao sexo dos camundongos. A média
dos grupos com camundongos machos foram maiores em relagdo aos grupos com
camundongos fémeas, similar ao que foi obtido para a massa corporal inicial. Assim,
ATM maior em relacdo a ATF; ACM maior em relacdo a ACF; BTM maior em relagéo
a BTF e BCM em relacdo a BCF. Observando a variacdo de massa nestes grupos, foram
encontradas diferencas relacionadas a linhagem e ao sexo dos camundongos. A média
encontrada para o grupo ATM foi maior em relacdo a ATF, como também com relacdo
a BTM (Tabela 8).

Outra informagdo que foi utilizada para evidenciar o crescimento e
desenvolvimento dos camundongos foi o indice hepatossomatico. Apenas a média do
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grupo ATF apresentou diferenca estatistica em relacdo aos demais. A média de ATF foi
maior em relacdo a ACF, em relacdo a ATM e em relacdo a BTF (Tabela 8).

Tabela 8: Dados de massa corporal, consumo alimentar e indice hepatossomatico.

Grupo Massa Massa Variagdo da Consumo indice
corporal corporal massa alimentar hepatossomatico
inicial (g) final (9) corporal () (g/dia/animal)

ATM | 20,52+2,14° | 25,56+2,65" | 5042+2,289° | 3,896 0,047+0,001°

ACM | 20,79+2,33% | 23,42+1,60° | 2,630+2,778* | 3,560 0,043+0,005°

ATF | 18,75+1,35%® | 19,71+0,81* | 0,957+1,590® | 3,641 0,053+0,003°

ACF | 16,81+1,84° | 19,15+0,86% | 2,334+1,225* | 3,538 0,047+0,013°

BTM | 2559+1,09° | 23,55+0,64° | -2,036+0,596" | 3,278 0,041+0,002°

BCM | 25,89+3,08° | 24,85+2,22° | -1,032+3,928" | 3,590 0,042+0,003°

BTF | 18,93+0,80" | 18,91+0,45" | -0,020+1,147% | 3,182 0,043+0,002°

BCF | 19,56+1,15® | 18,59+1,16% | -0,975+1,422® | 3,177 0,047+0,002°

Médiasx desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao

nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.
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Avaliacao histomorfométrica do duodeno

1. Morfologia do duodeno

Com este tratamento ndo foram encontrados indicios de que o 6leo extraido das
sementes de sacha kiruma possa alterar a integridade da mucosa do duodeno seja em
animais knockout para o gene Apo-E, seja em animais selvagens BlackC57/6.
Observando as preparacdes histologicas do duodeno, foi encontrada uma mucosa
integra com vilosidades preservadas e submucosa com caracteristicas consideradas
normais para os mamiferos (Figuras 13 e 15). As subcamadas musculares
apresentavam-se, da mesma forma, com morfologia normal.

2. Morfometria dos vilos

A morfometria dos vilos no duodeno ndo mostrou diferengas entre 0s grupos nas
médias obtidas para altura, largura do vilo e diametro apical do vilo. Considerando o
diametro basal do vilo, foi encontrada diferenca na média de BCM, maior em relacdo a
BCF. O tratamento proposto também nao alterou a relacdo entre altura do vilo/largura
do vilo (Tabela 9; Figuras 13 e 15).

Tabela 9: Dados da morfometria dos vilos do duodeno.

Grupo | Alturado vilo Diametro da Diametro do Diametro do | Alturavilo/
(um) base do vilo meio do vilo apice do vilo | larguravilo
(Lm) (Lm) (Lm) (Hm)
ATM | 352,19+63,96® | 100,79+10,06° 99,11+6,78° 77,00+8,17° 3,55+0,62°
ACM | 324,87+36,71° | 106,22+13,71%" 102,45+10,95% 78,66+8,94° 3,20+0,52°
ATF 364,57+6,75® 110,50+12,36%® 105,60+5,63 76,91+2,53 3,47+0,24°
ACF 372,37+73,03® | 112,28+10,54® 108,00+8,84° 83,95+9,37° 3,47+0,77°
BTM | 378,60+75,38" | 110,64+11,34® | 103,61+9,61° | 76,23+6,27* | 3,71+0,93°
BCM | 356,47+59,06® | 122,49+10,72° 111,41+13,78°% 78,40+8,94° 3,28+0,89°
BTF 389,14+24,73%™ | 103,92+11,52® 97,35+7,72° 74,09+4,80° 4,02+0,39°
BCF 452,89+44,61° | 99,95+4,61° 98,34+5,12° 73,64+5,62° 4,62+0,54°

Médiast+ desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

3. Superficie de absorc¢ao

N&o foram encontradas diferencas entre as médias de superficie de absor¢do no
duodeno entre os grupos considerando o tratamento, 0 sexo e as linhagens. Na relacdo
altura do vilo/altura da cripta, a média do grupo BCF foi maior em relacdo a BCM
assim como em relagdo a ACF, diferencas estas relacionadas a linhagem e ao sexo dos
camundongos.

Quanto ao epitélio absortivo foram encontradas diferencas relacionadas ao
tratamento, em que a média para o grupo ACM foi maior em relacdo a ATM, e ACF
maior em relacdo a ATF. Outras diferencas encontradas foi com relacdo a linhagem dos
camundongos. A média de BTM, maior em relacdo a ATM; BTF maior em relacéo a
ATF (Tabela 10; Figuras 13 e 15).
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Tabela 10: Morfometria da superficie de absor¢do do duodeno.

Grupo | Superficie de absor¢do | Altura do vilo/ Altura da Altura do epitélio
(Mm?) cripta absortivo (um)
ATM | 35003,84+7075,65% 2,83+0,30° 27,862,20
ACM | 33268,64+4909,77° 2,84+0,24° 33,93+1,17°
ATF | 38470,88+1389,32% 2,98+0,33 28,37+1,55"
ACF | 40180,77+8198,84® 2,99+0,81° 34,45+2 56
BTM | 38894,80+6589,39% 2,93+0,50° 32,68+2,77°
BCM | 39204,02+3674,15° 2,92+0,63% 36,19+2,92°
BTF | 37906,34+4084,68 3,46+0,19% 32,92+1,41°
BCF | 44539,42+4868,16 3,86+0,26" 34,04+1,35%

Médiast+ desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

4. Morfometria da mucosa
A morfometria da mucosa do duodeno ndo revelou diferengas entre os grupos,
considerando o tratamento proposto, a linhagem ou o sexo dos camundongos (Tabela
11; Figuras 13 e 15).

Tabela 11: Morfometria da mucosa do duodeno.

Grupo | Espessura da mucosa basal (um) | Espessura da mucosa total (um)
ATM | 122,62+45,16° 449,13+139,80°

ACM | 113,37+9,57° 458,27+43,24°

ATF | 132,13+11,40° 526,64+23,96™

ACF | 124,68+19,02° 506,84+47,33%

BTM | 119,24+9,59% 495,90+93,54%

BCM | 113,73+18,85° 482,48+43,41%

BTF |113,81x11,17° 505,68+54,20%

BCF | 121,58+15,35% 604,43+69,52"

Médiast+ desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

5. Morfometria da tunica muscular

A morfometria da tdnica muscular e das subcamadas musculares ndo revelou
diferencas entre os grupos, considerando o tratamento proposto, a linhagem ou o sexo
dos camundongos (Tabela 12; Figuras 13 e 15).
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Tabela 12: Morfometria das camadas musculares do duodeno.

Grupo | Espessura da muscular Espessura da muscular Espessura total da
externa (um) interna (um) muscular (pum)

ATM | 24,52+7,02° 26,62+9,35° 49,29+14,19°

ACM | 22,97+247° 24,70+2,89° 47,62+5,09°

ATF | 27,51+2,37° 32,18+5,05° 60,72+7,28°

ACF | 29,15+6,11° 32,68+4,43° 62,74+12,66°

BTM | 24,09+3,23° 27,53+2,79° 51,69+6,01°

BCM | 26,04+4,41° 29,22+4,82° 54,20+8,09°

BTF 23,77+2,35° 28,05+3,07° 51,47+4,65°

BCF | 25,47+2,33° 29,82+3,91° 56,86+8,31°

Médiasx desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

6. Morfometria da cripta de Lieberkihn

A morfometria da cripta ndo mostrou alteracéo entre os grupos para as médias de
comprimento, didmetro da base e largura das criptas. Foi observada diferenca
estatisticamente significante nas médias do didmetro do &pice das criptas. A média foi
maior nos grupos ACM em relacdo a ATM, ACF em relacdo a ATF e BCM em relacao
a BTM (Tabela 13; Figuras 13 e 15).

Tabela 13: Morfometria da cripta de Lieberkiihn no duodeno.

Grupo | Comprimento da Diametro da base Largura da Diametro do apice
cripta (um) da cripta (um) cripta (um) da cripta (um)
ATM | 125,25+25,27° 38,44+1,65% 40,78+2,74° 38,40+2,44°
ACM | 114,37+8,04° 37,30+3,39% 42,31+3,40° 44,12+281°
ATF | 124,10+10,68° 35,73+1,48° 39,32+2,23 38,74+1,25°
ACF | 127,09+15,34° 37,50+2,46% 41,4242 ,41° 44,97+4,23"
BTM | 130,01+21,93° 34,55+1,87% 38,37+2,59° 37,08+1,25%
BCM | 123,67+15,03° 37,18+3,13° 39,20+4,81° 44,37+4,35
BTF 112,68+8,34° 35,43+1,71% 39,41+1,78° 41,39+1,95®
BCF | 117,38+10,34° 36,45+0,71° 39,15+0,75% 41,82+1,35%

Médiast desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

7. Linfocitos intraepiteliais e enterdcitos

Na frequéncia de enterdcitos no vilo, foram encontradas diferencas relacionadas
ao sexo e a linhagem dos camundongos. A média do grupo BCF foi maior em relacéo a
BCM e também em relagdo a ACF. N&o foram observadas diferengas entre as médias
para a freqliéncia de linfécitos intraepiteliais ou na relacdo entre estas frequéncias
(Tabela 14, Figuras 13 e 15).
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Tabela 14:

Frequéncia de enterdcitos e linfécitos intraepiteliais no duodeno.

Grupo | Enterdcitos | Linfécitos intraepiteliais | Enterdcito/ Linfocito intraepitelial
ATM | 103,37+£19,19° | 16,67+5,84° 7,24+3,85%
ACM | 84,40+14,94* | 11,50+3,30°% 7,53+1,05°
ATF | 100,28+9,31% | 14,39+3,37° 7,25+0,90°
ACF | 100,88+18,23% | 13,92+3,45° 7,40+0,90°
BTM | 96,77+11,96° | 15,50+1,69° 6,38+1,57°
BCM | 91,17422,23% | 17,17+6,05° 5,66+1,65%
BTF | 111,71+19,34" | 18,38+3,36" 6,20+1,15"
BCF | 130,00+4,09° | 18,67+4,57 7,48+2,21°

Médiast desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

8. Quantificacdo das células caliciformes e células de Paneth por mm?
de mucosa

N&o foram encontradas células secretoras apenas de mucinas acidas (AB™) nas
preparacdes histologicas analisadas. A quantificacdo ndo mostrou diferenca nas médias
de células secretoras de mucinas neutras (PAS™) entre os grupos (Tabela 15; Figuras 14
e 16).

Em relacdo as células cuja secrecdo € uma mistura de mucinas neutras e acidas
(AB*PAS"), foram encontradas diferencas relacionadas ao tratamento proposto, em que
a média de BTM foi maior em relacdo a BCM, e BTF maior em relacdo a BCF.
Também foram encontradas diferencas relacionadas a linhagem e ao sexo dos
camundongos. A média de BTM encontrada foi maior em relacdo a BTF; BTM foi
maior em relacdo a ATM; e BTF foi maior em relacdo a ATF (Tabela 15; Figuras 14 e
16).

A freqliéncia de células de Paneth foi maior no grupo BCM em relacdo ao grupo
BCF; em ACF foi maior em relacdo a BCF; e em BTF foi maior em relacdo a BCF
(Tabela 15; Figuras 14 e 16).

Tabela 15: Tipos celulares secretores e célula de Paneth por mm?2 de mucosa no duodeno.

Grupo PAS* AB'PAS" | Célula de Paneth
ATM | 14,76+15,72°% | 172,90+32,38% | 28,35+16,39"
ACM | 3,40+1,77% | 220,32+14,24° | 48,23+13,31°
ATF | 6,77+2,48% | 207,57+28,13% | 53,77+14,75"
ACF |7,58+1,90*° | 216,73+25,10° | 31,10+15,05"
BTM | 10,05+6,56° | 267,86+54,99° | 33,29+13,23"
BCM | 11,73+13,83" | 226,64+27,16° | 27,70+5,80°
BTF | 11,46+8,18° | 265,22+11,31" | 32,16+6,34°
BCF | 6,67+3,09° | 192,12+30,56° | 15,94+2,72°

Médiast desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.
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Figura 13: Seccdo transversal do duodeno com destaque para o vilo, cripta, mucosa e tunica
muscular (camada muscular externa (E) mais camada muscular interna (). Azul de Toluidina
Borato de Sédio 1%. Barra: 100pum.
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Figura 14: Seccéo transversal do duodeno com destaque para as células caliciformes localizadas
ao longo das criptas e vilos, com o0 muco evidenciado pela técnica (a), e célula de Paneth,
localizadas na base das criptas e cujos granulos sdo evidenciados pela técnica (b). O quadro
delimitando a base da cripta apresenta-se em destaque mostrando as células de Paneth, com
maior visualizacdo de seus granulos, localizacdo basal e morfologia (b). Técnica combinada de
Azul de Alcian e PAS. Barra: 50um
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Figura 15: Seccbes transversais do duodeno representando os oito tratamentos. Azul de
Toluidina Borato de Sodio 1%. Barra: 100um.
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Figura 16: SeccOes transversais do duodeno representando 0s oito tratamentos. Técnica
combinada de Azul de Alcian e PAS. Barra: 50um.
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Avaliacao histomorfométrica do figado

1. Morfologia do figado

Com este tratamento, ndo foram encontrados indicios de que o 6leo extraido das
sementes de sacha kiruma possa alterar a estrutura histolégica do tecido hepético seja
em animais knockout para o gene Apo-E, seja em animais selvagens BlackC57/6. Foi
observado que em animais knockout as goticulas lipidicas eram mais frequentes. Os
corddes de hepatdcitos possuiam a morfologia encontrada entre os mamiferos, assim
como os componentes do meio intercelular (Figuras 17 e 18).

2. Morfometria dos hepatocitos

Na observacdo da freqiiéncia de hepatdcitos mononucleados foram encontradas
diferencas relacionadas ao sexo e a linhagem dos individuos, mas néo relacionadas ao
tratamento proposto. A frequéncia de hepatdcitos mononucleados foi maior em ACF em
relacdo a ACM; foi maior em BCM em relacdo a ACM,; e foi maior em BCF em relacao
a ACF (Tabela 16; Figuras 17 e 18).

Na frequéncia de hepatdcitos binucleados, por outro lado, foram encontradas
diferencas ligadas a linhagem dos animais. As médias no grupo BCF foram maiores em
relacdo a ACF; e em BTF foram maiores em relagdo a ATF. N&o foram observadas
diferengas em relacdo a areas correspondendo ao citoplasma de hepatécitos.

Considerando a quantificacdo de goticulas lipidicas, foram observadas maiores
médias no grupo ACF, em relacdo a BCF (Tabela 16; Figuras 17 e 18).

Tabela 16: Quantificagdo dos componentes celulares no figado.

Hepatdcito
Grupo | Mononucleado | Binucleado | Citoplasma | Goticulas lipidicas
ATM | 13,60+1,60% 4,14+1,61% | 197,22+19,00® | 24,66+16,05°
ACM | 10,84+1,35° 4,96+2,64™ | 188,84+24,69® | 22,74+6,08%
ATF | 13,93+1,33% 4,27+0,18* | 198,67+5,56® | 21,87+4,00*°
ACF | 14,72+1,32° 4,32+1,297 | 177,02+8,34° | 31,14+8,06°
BTM | 14,36+2,67% 6,80+1,88% | 193,00+13,97% | 10,04+6,60™
BCM | 15,96+4,06™ 7,12+1,64™ | 193,58+8,17* | 13,50+8,23"
BTF | 16,68+0,92% 7,70£0,87° | 203,52+3,88* | 8,06+4,24"™
BCF | 18,58+1,63° 9,15+0,96° | 190,75+4,88% | 10,93+2,94"™

Médias+ desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre
si ao nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

3. Morfometria de outros componentes do figado

Na freqliéncia de areas com sinusdides, foram observadas maiores médias no
grupo BCF em relacdo a BCM; BCF em relacdo a ACF; e BCF em relacdo a BTF. Na
freqiiéncia de macrofagos, as médias encontradas em BCM foram maiores em relacdo a
BCF; ACF em relacdo a BCF; em BTM também foram maiores em relagdo a ATM e
tambeém maiores em BTF em relagdo a BCF (Tabela 17; Figuras 17 e 18).

Nas areas com necrose e na frequéncia de vasos sanguineos ndo foram
observadas diferencas entre os grupos (Tabela 17; Figuras 17 e 18).
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Tabela 17: Frequéncia dos componentes intercelulares no figado.

Grupo | Sinus6ide | Macrofago | Necrose | Vasos sanguineos
ATM | 12,94+3,86° | 6,34+2,62° | 1,34+2,67% | 5,18+2,87°
ACM | 15,70+5,39% | 9,46+2,98% | 0,98+2,19° | 4,48+0,72°
ATF | 17,20+5,18® | 7,43+2,38%® | 0,00+0,00? | 2,63+1,90°
ACF | 19,80+3,47® | 10,74+4,15% | 0,20+0,31% | 8,06+2,44°
BTM | 20,82+6,35® | 11,50+1,68° | 3,32+6,15 | 6,16+5,05°
BCM | 22,94+3,41° | 7,06+2,05® | 0,56+0,58° | 5,28+3,00°
BTF | 14,48+3,25% | 7,90+0,91%® | 1,14+2,22° | 6,52+2,12°
BCF | 28,83+1,49° | 3,10+2,08° | 0,85+0,78? | 3,83+0,96°

Diametro celular e nuclear de hepatocitos
Na morfometria dos hepatdcitos, ndo foram encontradas diferencas entre 0s

Médias+ desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre
si ao nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.

grupos para os diametros nuclear e celular, e nem na relagéo entre estes valores (Tabela
18; Figuras 17 e 18).

Tabela 18: Didmetros nuclear e celular dos hepatdcitos.

Grupo Diametro nuclear de Diametro celular de Relacéo diametro celular/
hepatécitos (um) hepatécitos (um) diametro nuclear
ATM | 43,98+2,822 97,95+11,842 2,24+0,33?
ACM | 4481+1,63? 98,96+7,19° 2,21+0,10?
ATF | 45,37+2,212 97,88+4,762 2,16+0,022
ACF | 46,46+3,83% 91,92+7,252 1,98+0,08?
BTM | 42,31+2,842 89,96+5,022 2,13+0,16°
BCM | 45,91+3,412 91,16+1,88? 1,99+0,16°
BTF | 45,49+2,262 93,88+6,03? 2,070,132
BCF | 45,50+2,682 94,76x2,402 2,09+0,082

Médiast+ desvio padrdo. Médias na coluna seguidas por mesma letra ndo diferem entre si ao
nivel de significancia de 5% pelo Teste de Newman-Keuls.
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Figura 17: Seccéo transversal do figado com destaque para o corddo de hepatdcitos delimitado
(a), hepatécito mononucleado (b), hepatdcito binucleado (c) e porcdo de citoplasma de
hepatdcito rica em goticulas lipidicas (d). Hematoxilina- Eosina. Barra: 50pum.
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Figura 18: Seccdes do figado representando os oito tratamentos. Hematoxilina- Eosina. Barra:
50pum.
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Discussao dos resultados

1. Extracéo e avaliacdo do dleo de sacha kiruma

Com a metodologia empregada, foi obtido neste trabalho 38,08% de eficiéncia,
sendo preciso salientar que o hexano extrai toda a fracdo lipidica (FOLLEGATTI
ROMERO, 2007). Segundo Axtell & Fairman (1992), o teor lipidico destas sementes
varia entre 35 a 60%, o que corrobora o resultado obtido neste trabalho (Tabela 5). Nas
mesmas condi¢bes, segundo Hamaker (1992), o teor lipidico das sementes de sacha
kiruma é cerca de 54% e de acordo com Follegatti Romero (2007) foi de 54,3+2%, que
segundo este autor é concordante com os valores obtidos em estudos anteriores.

A composicdo e o perfil de &cidos graxos do Oleo de sacha kiruma foram
determinados por Hamaker et al. (1992), em trabalho pioneiro. O grupo encontrou a
seguinte composicao: 45,2% de acido a-linolénico (®-3), 36,8% de acido linoléico (-
6), 9,60% de acido oléico (w-9) e 7,7% de &cidos graxos saturados. Destes mesmos
acidos, foram encontrados na amostra deste estudo os seguintes percentuais: 34,90% de
acido linoléico, 6,37% de &acido oléico e 4,42% de acidos graxos saturados (Tabela 6).
No 6leo obtido para este estudo ndo encontramos o acido graxo a-linolénico, apenas o
y-linolénico (0,06%) (Tabela 6). Segundo Follegatti Romero (2007), a extragdo por
solventes pode gerar a deterioragdo de a-linolénico na extragdo e refino devido ao uso
de altas temperaturas. A condi¢do deste 6leo concorda com a literatura neste aspecto. O
que torna este Oleo especial € sua alta concentracdo de &cidos graxos insaturados,
destacando o ®-3 (4cido linolénico) € o -6 (acido linoléico). Como ja exposto, 0s
acidos graxos das familias ®-6 e »-3 sdo obtidos por meio da dieta ou produzidos pelo
organismo a partir dos acidos linoléico e a-linolénico, pela acdo de enzimas elongase e
dessaturase (MARTIN, 2006).

Os éacidos graxos das familias ®-6 e ®-3 encontram-se relacionados com a
prevencao de doencas cardiovasculares, por meio da reducdo dos niveis de triglicerideos
e colesterol sanguineo, aumentando a fluidez sanguinea e reduzindo a pressdo arterial
(ANJO, 2004). O 6leo extraido das sementes de sacha kiruma é uma excelente fonte de
acidos graxos poliinsaturados, compostos principalmente pelo linolénico (C18:3n3) e
linoléico (C18:2n6), e seus subprodutos. No Oleo obtido para este estudo, foram
encontrados 95,48% de &cidos graxos poliinsaturados. Segundo Hamaker et al. (1992),
esta porcentagem foi 82%. Segundo o mesmo autor, 0 6leo de sacha kiruma possui
cerca de 91,6% de é&cidos graxos insaturados, tornando-o o Oleo com maior
concentracdo de insaturados conhecida. A quantidade de &cidos graxos poliinsaturados
encontrados no presente estudo concorda, entdo, com os dados da literatura consultada.
A extragdo por Soxhlet tem alto rendimento, em torno de 54,3% mas, pode reduzir a
quantidade de &cidos graxos poliinsaturados no 6leo devido a oxidacao pela exposicdo
as altas temperaturas (PRADO et al., 2011). Esta situacdo nédo foi encontrada neste
ensaio, como comprovado pela alta concentracdo de poliinsaturados encontrada,
95,48%.

Segundo as recomendacdes de 6rgdos da salde, a razdo entre as somatdrias dos
acidos graxos poliinsaturados e saturados deve ser maior que 0,45, para serem
consideradas saudaveis em relacdo as doencas cardiacas (CALDERELLI et al., 2008;
YUNES, 2010). O oleo de sacha kiruma apresentou razdo poliinsaturados/saturados
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igual a 8,10 (Tabela 7). Este dado indica que este 6leo manteria os beneficios em
relagdo a prevencgdo de doencas cardiovasculares ja descritos na literatura consultada.

2. Evolucéo do consumo alimentar e massa corporal dos camundongos
durante o ensaio biol6gico

Nas primeiras duas semanas € aceitavel uma alteracdo do padréo de alimentacéo
devido a adaptacdo dos animais as novas acomodacgdes. Os camundongos neste estudo
ndo apresentaram problemas com adaptacéo a dieta, mantendo médias semelhantes de
consumo diario de dieta ao longo das semanas de ensaio, desde o inicio da oferta da
mesma (Figura 11). A dieta foi armazenada seguindo recomendacfes, o que foi
importante para evitar a oxidacdo dos &cidos graxos. Os animais apresentaram um
desenvolvimento e comportamento semelhante ao longo das semanas.

O indice hepatossomaético foi utilizado para avaliar o crescimento dos animais,
uma vez que é o figado o principal 6rgdao do metabolismo lipidico, de formacdo das
lipoproteinas e de armazenamento de vitaminas (BRITO, 2008; GUYTON, 1992). O
Seu aumento sugere um comprometimento no desenvolvimento normal desses animais,
bem como indice de hepatotoxicidade (BRITO, 2008). A alteracdo encontrada neste
valor para um dos grupos ndo pode ser atribuida ao tratamento proposto. Os resultados
para o indice hepassomatico entre os grupos tratados e controles esta de acordo e
complementa os dados expostos (Tabela 8).

Em trabalho com o6leo de aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi)
realizado por Silva et al. (2010), frangos de corte foram tratados com o 6leo essencial
extraido dos frutos, acrescido de antibioticos e também ndo encontraram diferencas no
consumo alimentar entre os grupos. Estes dados estdo de acordo com os dados do
desenvolvimento ponderal ao longo do ensaio. A proporcdo se manteve ao longo das
semanas, em acordo com o consumo da racdo (Tabela 8). No mesmo experimento,
Silva et al. (2010) encontraram ganho de massa e massa final superiores nos grupos
tratados com o 6leo de aroeira vermelha em relacéo aos controles. Segundo 0s autores,
a maximizacao nesses indices zootécnicos parece indicar uma melhoria nos processos
de digestéo e absor¢éo de nutrientes, tornando-os mais eficientes.

Alguns estudos sobre o consumo de nozes e amendoim em humanos, fontes de
acidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados, respectivamente, verificaram que,
embora esses alimentos sejam altamente energéticos, os voluntarios estudados ndo
aumentaram a massa tanto quanto o consumo energético (ALMARIO et al., 2001; HU
et al., 1998; KRIS-ETHERTON et al., 1999; O’BYRNE et al., 1997; ZAMBON et al.,
2000). Em outro estudo, Cintra (2003) também encontrou resultado semelhante em ratos
(SALES et al., 2005).

3. Avaliacao dos efeitos do tratamento no duodeno

A mucosa intestinal deve apresentar caracteristicas morfofuncionais adequadas,
pois 0s processos de absorcdo sdo dependentes da integridade do epitélio. Inimeros
agentes infecciosos ou ndo infecciosos podem lesar a mucosa intestinal, além de
comprometer os processos digestorios (SILVA et al., 2010). De acordo com Macari et
al. (2002), a capacidade absortiva do intestino é proporcional ao numero de vilosidades
ali presentes. A manutenc¢do do tamanho dos vilos garante a manutencdo da capacidade
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digestiva e de absorcdo intestinal (PELICANO et al., 2003). As observacdes da
morfometria das vilosidades indicam que o Gleo de sacha kiruma ndo alterou a
capacidade absortiva do duodeno (Tabela 9, Figuras 13 e 15). Para complementar esta
informacdo, tem-se os dados de superficie de absor¢do, em que ndo foram encontradas
diferencas entre os grupos (Tabela 10, Figuras 13 e 15).

A relacdo altura do vilo/ largura do vilo também néo mostrou diferencas entre 0s
tratamentos (Tabela 10, Figuras 13 e 15). Silva et al. (2010), no trabalho realizado com
0 6leo de aroeira vermelha e antibidticos em frangos de corte encontraram maior altura
de vilosidades em frangos tratados com o 6leo, confirmando que o aumento do ganho de
massa e massa final estavam condicionados ao aumento da superficie de absorcdo
considerada, corroborando a literatura. Este grupo verificou, entretanto, que ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05) para a relagéo vilo/cripta do jejuno
dos animais.

Segundo Macari (1999), a relacdo desejavel entre vilosidades e criptas intestinais
é quando as vilosidades se apresentam altas e as criptas rasas. Neste trabalho, o
tratamento com o 6leo das sementes de sacha kiruma nao alterou esta relacdo. Foram
encontrados vilos com altura de duas a trés vezes maiores em relacdo a altura das
criptas, confirmando Macari (1999). Se o processo de reposigédo celular for adequado, o
valor da relacdo altura da vilosidade e profundidade de cripta é maior, indicando
presenca de maior nimero de enterdcitos maduros e funcionais (TUCCI, 2003). Sabe-se
ainda que o aumento da perda celular nas vilosidades resulta em aumento da
profundidade de criptas (TUCCI, 2003), que devem assegurar uma adequada taxa de
renovacdo celular e garantir a reposicdo das células na regido apical dos vilos (PLUSKE
et al., 1997). Desta forma, quanto maior a altura das vilosidades e menor a profundidade
das criptas, mais eficientes serdo os processos de digestdo e absorcdo de nutrientes e
menores as perdas energéticas com o turnover celular (AUGUSTO, 2009). Os dados
deste trabalho concordam com aqueles presentes na literatura. N&do foram encontradas
diferencas entre os grupos para a morfometria das criptas de Lieberkiihn que possa ser
diretamente atribuida ao tratamento proposto. A diferenca encontrada para o diametro
do é&pice das criptas ndo interfere na funcdo de reposicdo celular, atribuida a esta
estrutura (Tabela 13; Figuras 13e 15). Silva et al. (2010) em seu trabalho com jejuno de
frangos tratados com antibidticos e 6leo de aroeira vermelha ndo encontraram alteracédo
neste parametro.

De acordo com Boleli et al. (2002) a taxa de digestdo e absorcdo intestinal estdo
diretamente relacionados com as taxas de proliferacdo e diferenciagdo celular, pois
quanto maiores o0s vilos e sua densidade, maiores serdo as areas de digestdo e absor¢do
(ANTUNES, 2008). Como se sabe, a altura de vilos esta diretamente relacionada ao
namero dos diferentes tipos de células presentes no epitélio intestinal. Considera-se que
0 numero de enterdcitos assim como a altura e 0 nimero de microvilos e estrutura da
membrana determinam a dimensdo da superficie da digestdo e absorgdo intestinal
(ANTUNES, 2008; UNI, 2000).

Na quantificacdo dos enterdcitos nos vilos ndo foram encontradas diferencas que
sugerem uma atuagdo do 6leo de sacha kiruma neste aspecto (Tabela 14, Figuras 13 e
15) resultado concordante com dados de superficie de absor¢cdo e morfometria de vilos
ja apresentados. A observacdo da frequéncia de linfdcitos intraepiteliais também nao
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mostrou diferencas entre os grupos, sugerindo auséncia de processos inflamatorios no
duodeno. Outro tipo celular analisado, a célula de Paneth, teve sua freqiiéncia
aumentada no grupo BTF em relagdo a BCF (Tabela 15; Figuras 14 e 16). Entretanto,
este resultado isolado ndo permite afirmar que seja devido ao uso do 6leo de sacha
kiruma. As células de Paneth contribuem para a funcdo da barreira intestinal pela
liberacdo de granulos contendo diversas substancias antimicrobianas (CARLOS, 2006).

Com relacdo as células caliciformes, ndo foram encontradas células secretoras
apenas de mucinas &cidas n3o sulfatadas (AB") nas preparagdes histoldgicas analisadas
e ndo foram encontradas diferencgas entre os grupos na frequiéncia de células secretoras
apenas de mucinas neutras (PAS") (Tabela 15; Figuras 14 e 16). Considerando que os
mucopolissacarideos &cidos protegem contra a translocacdo bacteriana (FONTAINE et
al, 1996), a auséncia deste tipo celular no duodeno pode estar ligada ao fato de que a
concentragdo de microorganismos nesta regido ser muito baixa. Quando se observa a
freqiiéncia de células secretoras de uma mistura de mucinas acidas e neutras (AB'PAS™)
foram encontradas diferencas ligadas a linhagem selvagem. Animais da linhagem
selvagem tiveram médias maiores em relacdo a linhagem knockout, e em grupos que
receberam o 6leo de sacha kiruma foram encontradas maiores médias para a frequéncia
deste tipo celular, em relagcdo aos controles (Tabela 15; Figuras 14 e 16). Segundo
Carlos (2006) os acidos graxos de cadeia curta estimulam secrecdo das células
caliciformes. O Oleo utilizado neste ensaio ndo apresentou concentracdo de acidos
graxos de cadeia curta, mas estas diferencas podem ser atribuidas a um possivel
potencial estimulador dos acidos graxos de cadeia longa, assim como acontece com 0S
de cadeia curta. Battistelli et al. (2010) trabalharam com camundongos tratados durante
24 meses com soja geneticamente modificada e encontraram diferencas ligadas a dieta.
A frequéncia de células secretoras de mucinas neutras e acidas foram maiores nos
grupos tratados, enquanto a frequéncia daquelas secretoras de mucinas neutras nédo
alterou entre os grupos. A anélise das células caliciformes se torna importante para se
avaliar efeitos de diversos tipos de dietas, pois a quantidade e a qualidade das células
caliciformes podem ser alteradas em funcgéo destas dietas, influenciando no processo de
translocacéo bacteriana (CARLOS, 2006; FRANKEL et al, 1995).

Na mucosa intestinal do rato, a relacdo enterdcito/ linfocito intraepitelial
esperada é de 10:1 (ANTUNES, 2007). Neste trabalho com sacha kiruma esta relacdo
variou entre aproximadamente 5:1 a 7:1 e ndo foram encontradas diferencas entre os
grupos. Apesar destes dados, ndo foram valores suficientes para alterar a morfometria
dos vilos e das criptas (Tabela 14, Figuras 13 e 15).

O tipo de alimentagdo determina variagdes na morfologia intestinal. Yasar &
Forbes (1998) relataram que as caracteristicas fisicas e quimicas das dietas modificam a
integridade das células epiteliais da mucosa do tubo digestivo. A morfometria da
mucosa complementa a morfometria do epitélio absortivo. Para este tratamento nao
encontramos diferencas entre os grupos, indicando que o 6leo de sacha kiruma, ndo
altera os constituintes da mucosa do duodeno (Tabela 10; Figuras 13 e 15).

Outro ponto importante a se considerar ¢ a motilidade intestinal. O transito do
alimento no limen pode variar dependendo da qualidade deste alimento ou devido a
problemas na musculatura ou inervagdo da mesma. Tanto a espessura das subcamadas
musculares quanto a tunica muscular ndo foram alteradas com o tratamento (Tabelas 11
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e 12; Figuras 13 e 15). Silva et al. (2010) com o trabalho com 6leo de aroeira vermelha
também ndo encontraram diferenca significativa entre os tratamentos para a espessura
da tunica muscular do jejuno.

4. Avaliacéo dos efeitos do tratamento no figado

O figado é o principal 6rgdo responsavel pela manutencdo da homeostase
metabolica, participa da biotransformacdo de metabolitos circulantes e na
desintoxicacdo e excrecdo de residuos metabolicos e de contaminantes externos. E um
Orgdo muito susceptivel a potenciais lesdes por substancias farmacéuticas e quimicas,
que podem provocar hepatotoxicidade (ALVARADO-RICO & CASTRO, 2010).

Diante de possiveis lesdes a que o figado é submetido, os hepatdcitos contam
com mecanismos eficientes para enfrentar as modificagOes ao seu entorno. Para manter
a homeostase, o figado responde, seja aumentando seu tamanho (hipertrofia) ou
incrementando o namero de células, por meio da divisdo celular (hiperplasia), como
resposta adaptativa ao estresse (ALVARADO-RICO & CASTRO, 2010).

Os hepatdcitos tém como caracteristica a presenca de dois ou mais nucleos, e
geralmente apresentam tamanho uniforme. A hipertrofia acontece quando estas células
aumentam consideravelmente de tamanho, podendo ocorrer também o aumento do
nacleo. A hipertrofia, tumefacdo ou aumento de células sdo achados morfol6gicos
comuns em Vvarias doencas inflamatdrias do figado, resultando de altera¢fes funcionais
na bomba de s6dio com retencdo citoplasmatica deste e de agua (LORA, 2007). A
hiperplasia celular pode ser identificada com a maior frequéncia de hepatdcitos
binucleados, um indicativo da etapa final da divisdo. Aumento na frequéncia de
hepatocitos binucleados também pode indicar maior atividade metabdlica do tecido.
Neste ensaio ndo foram observadas diferencas entre a frequéncia de hepatdcitos
mononucleado e binucleado, entre 0s grupos que receberam o tratamento e seus grupos
controles (Tabela 16; Figuras 17 e 18). N&o foram encontradas, ainda, diferenca nos
didmetros celular e nuclear ou na relacdo entre os didmetros citoplasma/ ndcleo,
indicando que o tratamento ndo provoca alteracdo no volume celular ou nuclear dos
hepatocitos (Tabela 17; Figuras 17 e 18).

Segundo Lora (2007), tanto o aumento do volume de hepatdcitos e de seus
nacleos quanto a necrose ja foram verificados em quadros de intoxicacdo por
Arrabidaea bilabiata L. (Bignoniaceae) (chibata) em coelhos; com frutos de Melia
azedarach L. (Meliaceae) (cinamomo) em suinos e intoxicacdo por Mascagnia sp.
(Malpighiaceae) (timbd). No presente trabalho, ndo foram observados indicios
morfoldgicos de que o dleo extraido de sacha kiruma, oferecido na dose de lipidios
diaria recomendada para estes camundongos, possa causar dano na morfologia do
figado. Lora (2007) afirma ainda que, segundo Sherlock (1978), a hepatotoxicidade é
relacionada com dose-dependéncia. Lora (2007) trabalhou com extrato hidroalcoolico
de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (pitanga) em camundongos de ambos sexos e
encontrou sinais de hepatotoxicidade dose-dependente. Encontrou alteracbes em
hepatdcitos e necrose nos grupos tratados em relagcdo aos controles.

Batista et al., (2006) trabalharam com infusdo de raizes de Cayaponia tayuya
(Cucurbitaceae) (abdbora-d’anta) em camundongos swiss machos e encontraram vasos
sanguineos e sinusoides volumosos e congestos e areas com necrose. No ensaio com
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sacha kiruma ndo foram encontradas alteracfes na frequéncia e morfologia dos vasos
sanguineos e nem na freqliéncia de areas com necrose (Tabela 17; Figuras 17 e 18). Este
resultado corrobora os resultados anteriores e indicam que nas condigdes deste ensaio, 0
6leo extraido das sementes de sacha kiruma ndo teria efeito hepatotoxico.

A esteatose é a forma inicial de lesdo hepatica sendo diagnosticada quando a
gordura representa mais de 5% do peso do figado (AGUIAR, 2008; STOUT et al.,
2011). Caracteriza-se pelo acumulo de triglicerideos no citoplasma celular, na forma de
goticulas de lipideos, geralmente com a manutencdo da funcdo hepéatica. De acordo
com Aguiar (2008), a esteatose hepatica decorre de um conjunto de alteragdes:
diminuicdo da oxidacdo dos lipideos pelo figado; aumento da lipogénese hepética;
diminuicdo da sintese e liberagdo de lipoproteinas; aumento da mobiliza¢do de tecido
hepéatico e aumento da entrada hepatica dos lipideos circulantes. Neste trabalho com
sacha kiruma foi observada diferenca na frequéncia das goticulas lipidicas no
citoplasma entre 0s grupos que receberam o tratamento e os grupos controles. Foram
encontradas diferencas relacionadas a linhagem dos camundongos. Camundongos da
linhagem knockout do grupo controle apresentaram maior frequéncia de goticulas
lipidicas no citoplasma em relacdo aos selvagens (Tabela 16; Figuras 17 e 18). Nestes
individuos, a inflamacdo precoce do figado e maior frequéncia de areas com goticulas
lipidicas ja seriam esperadas devido ao defeito na sintese da apoproteina E (WOUTERS
et al., 2008). A auséncia de dado semelhante relacionado ao grupo tratado pode indicar,
por outro lado, um efeito protetor do 6leo de sacha kiruma neste aspecto.
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Conclusoes

1. O método de extragdo utilizando o hexano como solvente organico foi
considerado eficiente para a extracdo de 6leo das sementes de sacha kiruma; sendo que
o rendimento de extracdo foi maior utilizando cartuchos com menor massa de amostra;

2. A composicdo de acidos graxos do 0leo extraido das sementes cultivadas
em Vicosa (MG) foi similar aquela encontrada na literatura;

3. O consumo das dietas e a evolucdo ponderal dos grupos de camundongos
controle e tratado com o 6leo de sacha kiruma foi similar durante o ensaio bioldgico;

4. A estrutura histolégica do duodeno e do figado ndo mostrou alteracoes
devido ao tratamento com o 6leo.

Neste ensaio ndo encontramos sinais de toxidez do Oleo extraido de sacha
kiruma que pudesse inviabilizar seu consumo. Estudos futuros relacionando seu uso
com a estrutura do sistema cardiovascular de animais deficientes em apoproteina E
serdo necessarios para agregar novas informacGes. Além disso, seria interessante o
desenvolvimento de estudo com dose-dependéncia, a fim de determinar uma faixa
segura de consumo do 6leo de sacha kiruma.
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ANEXos

Anexo |

Método de extragdo do dleo das sementes de sacha kiruma por Soxhlet
utilizando o hexano como solvente

Foi utilizado um Extrator de gordura Soxhlet de 500ml. Inicialmente a amostra
foi dividida em cartuchos de extragdo com 50g ou 100g cada, a fim de verificarmos se
haveria diferenca de rendimento no processo de extracdo. Cada bateria comportava seis
cartuchos e foram necessarias seis baterias de 24 horas. Os cartuchos foram
confeccionados com papel de Germinacdo de Sementes (28x38 cm com 65 g) e seu
tamanho foi padronizado de acordo com o tamanho do Soxhlet. Os cartuchos foram
acomodados no Soxhlet e o volume completado com Hexano. A temperatura da chapa
aquecedora foi controlada durante todo o processo mantendo-se préximo a 69°C, dentro
da faixa para a ebulicdo do hexano, que varia entre 68°C e 70°C. A temperatura da
agua do condensador também foi controlada durante todo o processo mantendo-se
préximo a 16°C +1°C.

O volume de solvente utilizado foi o suficiente para completar o volume do
Soxhlet e permitir duas sifonagens, quando o solvente passa por toda a amostra e se
deposita no bal&o de fundo chato acoplado, em torno de 400ml de hexano.

Principio do método de extracdo: O hexano presente no baldo de fundo chato,
em contato com a placa aquecedora evapora, passando ao longo do Soxlet. Em contato
com a agua mais fria este vapor condensa e retorna ao baldo de fundo chato. Neste
percurso, o solvente lava a amostra contida no cartucho levando parte do 6leo. Assim,
ao final das 24 horas temos uma mistura do hexano com o 6leo de Sacha kiruma no
baldo, e uma amostra livre de 6leo nos cartuchos. Estes cartuchos foram recolhidos e
armazenados em estufa a 45°C por 12 horas para posterior pesagem.

Anexo |1

Descrigdo da destilacdo com Rotavapor a vacuo da amostra apds o processo de
extracdo por Soxhlet utilizando o hexano como solvente

Inicialmente, foi preciso padronizar todo o sistema com um baldo de fundo
redondo contendo apenas hexano. O sistema funcionou desta forma por cerca de 30
minutos e, posteriormente o baldo foi trocado por um contendo nossa amostra. Como
trabalhamos em um ambiente com vécuo, a evaporacdo do solvente ocorreu em uma
temperatura abaixo de seu ponto de ebulicdo. Vale ressaltar que para o hexano, o ponto
de ebulicéo é 69°C.

Iniciamos a etapa com uma temperatura de 30°C e, vagarosamente, foi
aumentada para 40°C, 50°C e, finalmente, 55°C, mantendo-se até o final do processo. O
baldo de fundo redondo com a amostra ficava girando constantemente o que facilitou a
evaporacgéo do solvente.

O hexano evaporava da amostra, passava pelo condensador e, em contato com a
agua resfriada, condensava e caia no baldo de fundo redondo para este fim. Tal solvente
é considerado puro podendo ser novamente utilizado. Para a nossa extragéo foi utilizado
apenas hexano novo.
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Anexo 111

Descricdo da etapa de borbulhar nitrogénio na amostra obtida do processo de
destilacdo com Rotavapor a vacuo

Apos a destilagdo, a amostra de 6leo foi retirada do baldo de fundo redondo e
armazenada em um Kkitasato. Este foi colocado em um banho-maria com temperatura
controlada em 55°C por 10 minutos. Um cateter com uma seringa, adaptado a partir de
um baldo de nitrogénio foi introduzido nesse kitasato e, em constante e delicado
movimento, borbulhou-se nitrogénio na amostra.

Anexo IV
Extracdo de lipideos do 6leo de sacha kiruma e obtenc&o dos ésteres dos acidos
graxos.

Meétodo de Folch (1957) modificado:

1) Pesar a amostra em tubo de ensaio fresco e identificado. Para o 6leo, utilizou-se
30mg,

2) Adicionar 1,0ml de cloroférmio: metanol e macerar com bastdo de vidro,
acrescentar 0,9ml de cloroférmio:metanol, lavando o bastdo de vidro e retirando-o do
tubo de ensaio,

3) Homogeinizar em vortex por £3min,

4) Adicionar 0,4ml de metanol puro,

5) Centrigufar por 3min a 3000 RPM. Foi utilizada a centrifuga para 16 tubos de
ensaio da Quimis®,

6) Passar 0 sobrenadante para um tubo de ensaio rosqueavel seco, pesado e
identificado,

7) Acrescentar 0,8ml de cloroférmio puro,

8) Adicionar 0,64ml de solucdo de NaCl a 0,73%,

9) Homogeneizar em vortex por £30seg,

10)  Centrifugar por 10 min a 3000 RPM,

11)  Desprezar a fase superior com pipeta de Pasteur,

12)  Lavar trés vezes a parede interna do tubo de ensaio com 0,3ml de solucdo de
Folch de cada vez sem afetar a parte superior,

13)  Desprezar a fase superior,

14)  Secar em estufa semi- aberta a 40°C, sugestdo overnight, mas verificar se o
solvente evaporou por completo antes de prosseguir.

As etapas envolvendo os solventes foram realizadas em capela de exaustéo.
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Meétodo de Hartman & Lago (1973) modificado:

ApOs a etapa anterior, procede-se com a saponificacdo e esterificagdo desses
acidos graxos, com as seguintes etapas:

1) Pesar os tubos com a amostra da etapa anterior,

2) Para as etapas seguintes, utilizar uma aliquota de 15mg de amostra,

3) Adicionar 1,2ml de reagente de saponificacéo,

4) Rosquear os tubos de ensaio e levar ao banho-maria por £15min,

5) Adicionar 3ml de reagente de esterificagcdo no tubo de ensaio que saiu do banho-
maria,

6) Rosquear os tubos de ensaio e levar novamente ao banho-maria por +15min,

7) Deixar resfriar até 40°C,

8) Adicionar 0,5ml de hexano,

9) Adicionar 1,5ml de NaCl a 20%,

10)  Homogeneizar em vortex por £30seg,

11) Retirar a fase superior e transferir para um frasco ambar previamente
identificado,

12)  Adicionar novamente no restante do tubo de ensaio 0,5ml de hexano,

13)  Retirar a fase superior e colocar no mesmo frasco ambar,

14)  Borrifar nitrogénio até evaporar todo o hexano, fechar o tubo de ensaio,

15)  Armazenar em 20°C.

As etapas envolvendo os solventes foram realizadas em capela de exaustéo.
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Preparo de Solugbes
v Extracéo de lipideos e obtencdo dos ésteres dos acidos graxos
1. Solucdo de Folch
- 3% de cloroformio,
- 48% de metanol,
- 47% de &gua destilada,
- 2% de NaCl 29%

Misturar os componentes. Agitar no agitador magnético por 10min e reservar em frasco
ambar.

2. Reagente de esterificacdo

-2g de cloreto de aménio,

-60mL de metanol,

-3mL de &cido sulfdrico concentrado

Adicionar o cloreto de aménio e 0 metanol em baldo volumeétrico, proprio para refluxo.

Adicionar, pelas paredes do baldo e vagarosamente o acido sulfarico. Colocar a mistura
em refluxo por trés horas, ateé a dissolucéo total do cloreto de aménio.

3. Reagente de saponificacdo

- 2g de NaOH,
- 100MI de metanol

Adicionar o hidréxido de sédio no baldo volumétrico de 100mL, completar o volume
com metabol, dissolver o NaOH. Reservar em recipiente de plastico.

v Solucéo fixadora

4. Fixador Karnovsky

Solucéo A:

-Paraformaldeido 4%

100 ml de paraformaldeido 40%

900 ml de tampéo fosfato de sddio 0,1M pH 7,3 (450ml de agua destilada + 450ml de
tampao fostato 0,2M)
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Solucéo B:

-Glutaraldeido

160ml de glutaraldeido 25%

420ml de tampéo fosfato de sédio 0,2M pH 7,3
420ml de agua destilada

Manter as duas solugdes na geladeira e misturar na hora do uso.
v Corantes
5. Eosina

Eosina yellowish (Eosina y)--------------- 29
Bicromato (dicromato de potassio)------- 19
Solucédo agquosa saturada de acido picrico---- 20,0ml
Alcool absoluto---------- 20,0ml

Agua destilada------- 160,0ml

Dissolver a eosina no alcool (solugdo A) e o bicromato de potassio na dgua (solucéo B).
Misturar A e B e adicionar a solucéo de &cido picrico.

6. Hematoxilina de Harris

Hematoxilina ------ 0,59

Alcool absoluto---- 5,0ml

Sulfato de aluminio e potassio (alimen de potéssio)--- 10,0g
Oxido vermelho de mercrio --------- 0,25¢

Agua destilada------ 100,0ml

Dissolver a hematoxilina no alcool e o sulfato de aluminio e potassio na agua quente.
Misturar as duas solucdes e aquecer até a fervura. Remover do fogo, adicionar o éxido
de mercario e mergulhar o frasco (contendo a solucdo) em agua fria. Essa solugédo
envelhece no prazo de 2 a 3 meses, época em gue se forma um precipitado no seu fundo
e 0 corante passa a corar os tecidos fracamente. Nestas condi¢Bes, preparar nova
solucéo.

7. Azul de Toluidina- Borato de sédio
- 0,5g de azul de toluidina

-1 g de borato de sédio

-99ml de agua destilada

Dissolver 1g de borato de sddio em 99ml de agua destilada e, em seguida, acrescentar
0,59 de azul de toluidina. Agitar e filtrar em papel filtro. Conservar em frasco &mbar.
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8. Reativo de Schiff
Fucsina basica-------- 19

Agua destilada------- 200ml
Acido cloridrico 1N------ 20ml
Bissulfito de anidro------ 19

Ferver a agua destilada e adicionar a fucsina basica. Esfriar até 50°C e filtrar. Adicionar
0 acido cloridrico 1N, esfriar até 25°C e acrescentar o bissulfito de sodio. Guardar a
solucdo em ambiente escuro durante pelo menos 12 horas ( a recomendacdo é de 48
horas). Em seguida, adicionar 2g de carvao ativado, misturar e filtrar.

Obs: Solugdo HCL 1N:
HCI concentrado------- 8,5ml

Agua destilada------- 91,5ml

9. Azul de Alcian pH 2,5

Agua destilada---------------==-==nnnnnu-- 97ml
Acido acético glacial-------------------- 3ml
Alcian Blue 8 GX-------------mmcmmmmeeeo- 19

Dissolver o Alcian Blue na 4gua destilada e acido acético. Agitar por 15 min no agitador
magnético e filtrar em papel filtro. Conservar em frasco ambar.
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