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RESUMO

CARVALHO, Izabela Maria Montezano, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, junho de 2013. Composicao e efeito da castanha de sapucaia
(Lecythis pisonis Cambess.) nos parametros bioquimicos, histolégicos
e inflamatdrios em ratos alimentados com dieta de cafeteria. Orientador:
José Humberto de Queiroz. Coorientadores: Andréa de Oliveira Barros
Ribon, Jodo Paulo Viana Leite, Sénia Machado Rocha Ribeiro.

As castanhas tém recebido atencdo especial, pois sédo fontes naturais
de vitaminas, minerais, proteinas e acidos graxos essenciais, podendo assim
contribuir para a dieta humana e de animais. Pesquisas recentes confirmam
que esses alimentos sdo fontes ainda de compostos bioativos, 0s quais
podem trazer beneficios significativos a salde humana. O presente trabalho
teve como objetivos: avaliar a composi¢do quimica de castanhas da espécie
sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) coletadas na regido sudeste do estado
de Minas Gerais (lipidios, proteinas, carboidratos, cinzas e umidade), teor de
minerais por espectrometria de plasma e perfil lipidico por cromatografia
gasosa; avaliar o efeito do consumo da castanha de sapucaia no
metabolismo de ratos alimentados com dieta normal (AIN-93G) e dieta de
cafeteria, durante quatro semanas, através da analise de parametros
bioquimicos séricos (glicose, colesterol total, lipoproteina de alta densidade
ligada ao colesterol — HDL-colesterol e triacilgliceréis), avaliagdo
histomorfométrica do tecido hepatico (acumulo de lipidios), e avaliacdo da
expressdo génica dos marcadores inflamatorios adiponectina e fator de
necrose tumoral alfa. Na andlise da composicdo quimica da castanha de
sapucaia, foram encontrados 54,8% de lipidios; 26,82% de proteinas; 5,01%
de carboidratos; 3,17% de cinzas e 10,2% de umidade. O perfil lipidico
revelou 43,1% de acidos graxos polinsaturados, 41,7% de éacidos graxos
monoinsaturados e 15,2% de acidos graxos saturados. Os minerais que se
destacaram pelos elevados teores foram fosforo, magnésio e manganés,
revelando 941; 343 e 4,8 mg.100", respectivamente. Em relacdo ao
experimento animal, a adicdo de castanha de sapucaia a dieta normal ndo
provocou alteracdes significativas nos parametros bioquimicos e histologicos
avaliados. Por outro lado, a expressdo dos genes avaliada nestes grupos

revelou alteracdes significativas, com aumento da expressao génica de
vii



adiponectina e reducéo da expressao génica de TNF-a. ap0s 4 semanas de
experimento nos grupos que receberam castanha de sapucaia. Os grupos
que tratados com dieta de cafeteria apresentaram aumento das
concentragcfes seéricas de glicose e colesterol total, com reducdo do HDL-
colesterol. Além disso, a dieta de cafeteria levou ao acumulo significativo de
lipidios no tecido hepatico. A adicdo de castanha de sapucaia a dieta de
cafeteria ndo modificou o padrdo de acumulo lipidico no figado dos animais,
mas, em relacdo aos parametros bioquimicos, houve reducdo das
concentracbes da glicose e do colesterol sanguineos, enquanto o HDL-
colesterol foi aumentado. Finalmente, a adicdo da castanha de sapucaia a
dieta de cafeteria aumentou significativamente a expressdo génica de

adiponectina no tecido adiposo dos ratos.
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ABSTRACT

CARVALHO, lIzabela Maria Montezano, D.Sc., Universidade Federal de
Vicosa, June, 2013. Composition and effect of sapucaia nut (Lecythis
pisonis Cambess.) consumption in biochemical parameters,
histological and inflammatory in rats fed cafeteria diet. Adviser. José
Humberto de Queiroz. Co-advisers: Andréa de Oliveira Barros Ribon, Jodo
Paulo Viana Leite, S6nia Machado Rocha Ribeiro.

Currently the chestnuts have received special attention because they
are natural sources of vitamins, minerals, proteins and essential fatty acids,
and thus can contribute to the diet of humans and animals. Recent research
confirms that these foods are also sources of bioactive compounds, which
can bring significant benefits to human health. This study aimed to: assess
the chemical composition of the species of sapucaia nuts (Lecythis pisonis
Cambess.) collected in the southeastern state of Minas Gerais, through the
centesimal composition (lipids, proteins, carbohydrates, ash and moisture)
mineral content by plasma spectrometry and lipid profile by gas
chromatography; evaluate the effect of sapucaia nut consumption on
metabolism in rats fed with a normal diet (AIN-93G) and cafeteria diet for four
weeks, by analysis of biochemical parameters serum (glucose, total
cholesterol, high density lipoprotein linked to cholesterol - HDL-cholesterol
and triglycerides), histomorphometric evaluation of liver tissue (fat
accumulation), and assessment of gene expression of inflammatory markers
adiponectin and tumor necrosis factor alpha. The analysis of the chemical
composition of sapucaia nut founds 54.8% lipids, 26.82% protein, 5.01%
carbohydrate, 3.17% ash and 10.2% moisture. The lipid profile revealed
43.1% of polyunsaturated fatty acids, 41.7% monounsaturated fatty acids
and 15.2% saturated fatty acids. The minerals that were stressed by high
levels were phosphorus, magnesium and manganese, revealing 941, 343
mg.100-1 and 4.8, respectively. Regarding the animal experiment, the
addition of sapucaia nuts in the normal diet had no significant effect on
biochemical and histological parameters evaluated. On the other hand, the
expression of the genes evaluated in these groups revealed significant
changes with increased gene expression of adiponectin and decreased gene

expression of TNF-o after 4 weeks of the experiment in groups receiving
ix



sapucaia nut. The groups treated with cafeteria diet showed increased serum
concentrations of glucose and total cholesterol with low HDL-cholesterol. In
addition, the cafeteria diet led to significant accumulation of lipids in liver
tissue. The addition of the nut sapucaia cafeteria diet did not alter the pattern
of lipid accumulation in the liver of animals, but in relation to biochemical
parameters decreased concentrations of blood glucose and cholesterol, while
HDL-cholesterol was increased. Finally, the addition of sapucaia nuts in the
cafeteria diet significantly increased the gene expression of adiponectin in

adipose tissue of rats.



Introducéo Geral

Alguns habitos de vida da populacdo ocidental moderna, como o
consumo de alimentos industrializados, sedentarismo, estresse e baixo
consumo de alimentos vegetais, podem favorecer alteracdes metabdlicas
envolvidas na génese das doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT),
muitas consideradas problemas de saulde publica. Entre estas patologias
estdo as doencas cardiovasculares, a obesidade, as dislipidemias, o
diabetes, a sindrome metabdlica e alguns tipos de cancer. O
desenvolvimento das DCNTs é decorrente do desequilibrio entre agressoes
constantes ao organismo e a capacidade do mesmo em se defender, o que

pode resultar em processos inflamatérios (Bakker et al., 2010).

O processo inflamatério € um conjunto de alteracBes bioquimicas,
fisioldgicas e imunologicas do organismo em resposta a estimulos exdgenos.
A inflamacéo aguda ocorre imediatamente apds a agressao e caracteriza-se
por aumento no fluxo sanguineo e permeabilidade vascular, recrutamento de
leucécitos no local da lesdo e inicio da liberagdo dos mediadores
inflamatorios. Caso o estimulo a inflamacédo seja continuado, desenvolve-se
0 que se chama de inflamagao cronica, caracterizada por resposta imune
celular e resposta humoral especifica, sendo muitas vezes um processo
assintomatico que se inicia de maneira silenciosa (Kumar et al., 2004; Bullé
et al., 2007).

A resposta inflamatéria promove, de um lado, o0 aumento da sintese
de diversas moléculas com acao pro-inflamatoria, como interleucinas 6 (IL-
6), 18 (IL-1B) e 18 (IL-18), fator de necrose tumoral a (TNF-a), proteina C
reativa (PCR) e moléculas de adeséo soluveis, e de outro, a reducédo de
substancias com propriedades anti-inflamatoérias, como interleucina 10 (IL-
10) e adiponectina (Bastos et al., 2009; Volp et al., 2008).

Sabe-se que o aumento das concentracfes plasméaticas de IL-6 e
PCR estd associado a resisténcia insulinica, ao diabetes tipo 2 e a
desordens cardiovasculares (Lopes, 2007). O TNF-a esta envolvido na

1



génese da resisténcia insulinica e consequentemente, ao diabetes, uma vez
que esta molécula inibe a fosforilacdo dos receptores insulinicos, impedindo
assim a captacdo da glicose pela célula. Observam-se niveis séricos
aumentados de TNF-a em individuos obesos (Hivert et al., 2010). A IL-18
pode estimular a producdo de IL-6 em células musculares lisas e esta
positivamente relacionada a progressdo de doencas cardiovasculares,
enquanto a IL-18 pode induzir a secrecdo de IL-6, TNF-a, IL-18 e das
moléculas de adeséo endotelial ICAM-1 e VCAM-1, moléculas envolvidas
diretamente na génese e progressao de DCNTs (Francisco et al., 2006). Em
relacdo as citocinas anti-inflamatorias, seu mecanismo de acéo parece estar

associado a inibicdo de algumas moléculas pro-inflamatorias e ativacdo de
outras anti-inflamatérias (Choi et al., 2007).

O papel da alimentagdo na modulacdo do status inflamatério do
organismo tem se destacado nos ultimos anos. Condutas dietéticas como
reducdo da ingestdo de acuUcares, colesterol e gorduras saturadas e trans,
juntamente com o aumento do consumo de alimentos fontes de fibras e
substancias antioxidantes e anti-inflamatorias estéo relacionadas a reducao

na prevaléncia de DCNTs (Santos et al, 2006).

O efeito do consumo de castanhas sobre os processos inflamatorios
vem sendo avaliado em diversos estudos, tanto em modelo animal quanto
em estudos com humanos, incluindo diferentes grupos populacionais:
pessoas saudaveis, com sobrepeso e obesidade, resisténcia a insulina e sob
risco de doencas cardiovasculares (Casas-Agustench et al., 2009).

Nesse contexto, é crescente 0 niumero de pesquisas que utilizam uma
abordagem nutrigendmica, isto €, avaliam o efeito do consumo de castanhas
sobre a expressdo de determinados genes relacionados a proteinas
inflamatorias, em diferentes tecidos corporais. Os efeitos benéficos das
castanhas sdo atribuidos principalmente a acdo sinérgica de seus acidos
graxos e conteudo de compostos bioativos (Ros, 2009; Casas-Agustench et
al., 2010). No entanto, a maioria dos trabalhos que avaliam o efeito do
consumo de castanhas na salde é realizada com castanhas exoéticas, como

nozes e améndoas.



O Brasil é reconhecido mundialmente pela sua biodiversidade vegetal,
a qual possui centenas de espécies que fornecem castanhas comestiveis.
Apesar disso, o numero de estudos sobre estas castanhas nativas ainda é
muito pequeno, resumindo-se na maioria das vezes, as castanhas de caju e
castanha-do-brasil. Nesse contexto, o presente estudo propde estudar a
castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.), uma castanha ainda
pouco conhecida, oriunda de regibes de Floresta Pluvial Atlantica,
pertencentes ao bioma Mata Atlantica, um dos mais ameacados pela
degradacdo humana. O trabalho engloba a avaliacdo bromatologica desta
castanha e o estudo dos efeitos do seu consumo no metabolismo animal.
Serdo avaliados os efeitos no metabolismo lipidico e nos processos
inflamatoérios relacionados com a génese de doencas crbnicas e da

expressao dos genes pro e anti inflamatoérios: TNF-a e adiponectina.
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RESUMO

A importancia da alimentacdo € inquestionavel na manutencdo do bom
estado de saude e na reducdo do risco das doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT), que muitas vezes resultam de processos
inflamatorios crénicos. Estudos epidemiolégicos mostram que 0 aumento no
consumo de alimentos ricos em vitaminas, minerais, fibras e pobres em
gorduras saturadas, gorduras trans, acUcares simples e sodio influencia
positivamente a saulde. Além desses nutrientes, uma nova classe de
substancias presente nos alimentos vem se destacando pelos seus efeitos
benéficos sobre a salde: os compostos bioativos, presentes principalmente
em alimentos de origem vegetal. Nesse contexto, o presente trabalho
destaca as castanhas, alimentos ricos em macronutrientes como lipidios e
proteinas, e importantes fontes de compostos bioativos, como substancias
antioxidantes e anti-inflamatérias. Vale destacar em relacdo as castanhas a
biodisponibilidade de seus compostos bioativos. Estudos confirmam que seu
efeito benéfico é mais pronunciado quando elas séo ingeridas integralmente
do que quando seus compostos sdo administrados isoladamente. Esta
revisdo abordou alguns mecanismos envolvidos no processo inflamatorio,
sua relacdo com as DCNT e possiveis interacdes entre o consumo de
castanhas e a modulacao dos processos inflamatérios pelos seus compostos
bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: inflamacao, castanhas, compostos bioativos.



NUTS CONSUMPTION CAN REDUCE THE RISK OF INFLAMMATORY
PROCESSES AND CHRONIC DISEASES

ABSTRACT

The importance of food is unquestionable in maintaining of good health and
reducing the risk of non transmissible chronic diseases (NTCD), which often
result from chronic inflammation. Epidemiological studies show that
increased consumption of foods rich in vitamins, minerals, fiber and low in
saturated fats, trans fats, simple sugars and sodium influences health
positively. In addition to these nutrients, a new class of substances present in
foods has been highlighted for its beneficial effects on health: the bioactive
compounds, mainly present in foods of plant origin. In this context, this work
highlights the nuts, foods rich in nutrients such as lipids and proteins, and
important sources of bioactive compounds such as antioxidants and anti-
inflammatory. It is worth noting in relation to nuts the bioavailability of its
bioactive compounds. Studies confirm that its beneficial effect is more
pronounced when they are ingested integrally than when compounds are
administered alone. This revision addressed some mechanisms involved in
the inflammatory process, its relationship with the NTCD and possible
interactions between the consumption of nuts and modulating inflammatory
processes for their bioactive compounds.

KEYWORDS: inflammation, nuts, bioactive compounds.



1. INTRODUCAO

Alguns habitos de vida da populacdo ocidental moderna, como o
consumo de alimentos industrializados, sedentarismo, estresse e baixo
consumo de vegetais, podem favorecer alteracbes metabdlicas envolvidas
na génese das doencas crénicas ndo transmissiveis (DCNT). Entre as DCNT
estdo as doengas cardiovasculares, a obesidade, as dislipidemias, o
diabetes, a sindrome metabdlica e alguns tipos de cancer (BAKKER et al.,
2010).

O processo inflamatdrio € um conjunto de alteracBes bioguimicas,
fisiol6gicas e imunoldgicas do organismo em resposta a estimulos exdgenos.
A inflamacgdo aguda ocorre imediatamente apos o estimulo e caracteriza-se
por aumento no fluxo sanguineo e permeabilidade vascular, recrutamento de
leucécitos no local da lesdo e inicio da liberagdo dos mediadores
inflamatorios. Caso o estimulo & inflamagé&o seja continuado, desenvolve-se
0 que se chama de inflamacédo cronica, caracterizada por resposta imune
celular e resposta humoral especifica, sendo muitas vezes um processo
assintomatico que se inicia de maneira silenciosa (KUMAR et al., 2004;
BULLO et al., 2007).

A resposta inflamatoria promove, por um lado, o0 aumento da sintese
de moléculas com acdo pro-inflamatoria, como a interleucina 6 (IL-6), a
interleucina 1B (IL-1B), interleucina 18 (IL-18), fator de necrose tumoral a
(TNF-a), proteina C reativa (PCR) e moléculas de adesao soluveis, e por
outro, promove a reducdo de substancias com propriedades anti-
inflamatorias, como a interleucina 10 (IL-10) e a adiponectina (BASTOS et
al., 2009; VOLP et al., 2008).

Sabe-se que o aumento das concentracdes plasméaticas de IL-6 e
PCR esta associado a ocorréncia de resisténcia insulinica, diabetes mellitus
tipo 2 e a desordens cardiovasculares (LOPES, 2007). O TNF-a esta
envolvido na génese da resisténcia insulinica e diabetes, uma vez que esta
molécula inibe a fosforilacdo dos receptores insulinicos, impedindo assim a
captacdo da glicose pela célula. Niveis séricos aumentados de TNF-a foram
observados em individuos obesos (HIVERT et al.,, 2010). A IL-1B pode
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estimular a producdo de IL-6 em células musculares lisas e esta
positivamente relacionada a progressdo de doencas cardiovasculares,
enquanto a IL-18 pode induzir a secrecao de IL-6, TNF-a, IL-18 e das
moléculas de adesédo endotelial ICAM-1 (molécula de adeséo intracelular 1)
e VCAM-1 (molécula de adesdo vascular 1), moléculas envolvidas
diretamente na génese e progressao de DCNTs (FRANCISCO et al., 2006).
Em relagdo as citocinas anti-inflamatorias, o seu mecanismo de ac¢ao parece
estar associado a inibicdo de algumas moléculas pré-inflamatérias e
ativacdo de outras anti-inflamatérias (CHOI et al., 2007).

As estratégias adotadas com o objetivo de reduzir o risco das DCNT
englobam, entre outras, condutas dietéticas como a reducao da ingestédo de
acucares, colesterol e gorduras saturadas e trans, juntamente com o
aumento do consumo de alimentos fontes de fibras e componentes
bioativos, como antioxidantes e fitoesterbis, que estdo relacionadas a
reducdo na prevaléncia de DCNT (SANTOS et al., 2006). Entre os alimentos
cujo consumo tem sido associado a reducdo de marcadores inflamatorios, o

presente trabalho ir4 destacar as castanhas.

2. MARCADORES MOLECULARES ASSOCIADOS A PROCESSOS
INFLAMATORIOS

O processo inflamatério que da origem as doencas cronicas €
caracterizado por uma inflamacdo constante e de baixo grau, na qual a
producdo de moléculas proé-inflamatérias e anti-inflamatoérias ndo estd em
equilibrio. Nesse contexto, estas moléculas podem atuar como marcadores
do status inflamatério do organismo (BAKKER et al., 2010; FRANCISCO et
al., 2006).

Considerando a estreita relacdo destas moléculas com as DCNT,
algumas delas serdo destacadas quanto aos possiveis mecanismos de acéo

nestas enfermidades.
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2.1. Proteina C reativa (PCR)

A proteina C reativa (PCR) é uma molécula caracteristica de
processos inflamatérios agudos, como resposta a infec¢gBes, sendo
pequenas alteracdes detectadas em situacdes de inflamacao cronica. Sua
sintese ocorre principalmente no figado, e sua producdo € regulada
predominantemente pela interleucina 6 (IL-6) e pelo fator de necrose tumoral
a (TNF-a). Além da resposta as infecgbes, suas concentragfes também
podem aumentar discretamente em resposta a estimulos como tabagismo,
infeccbes crbnicas, avanco da idade, obesidade, dislipidemias e diabetes
(FRANCISCO et al., 2006; PACKER &SIES, 2008).

Os mecanismos sugeridos pelos quais a PCR esta relacionada a
génese de DCNT envolvem: 1) inibicdo da enzima O6xido-nitrico sintase
endotelial nas células endoteliais e desestabilizacdo do mRNA desta enzima
levando a diminuicdo da liberacdo de oxido nitrico (NO); 2) inducdo da
expressdo de moléculas de adesao vascular (VCAM-1) e moléculas de
adesdo intracelular (ICAM-1) pelas células endoteliais; 3) inducdo de
captacdo de colesterol pelos macrofagos; 4) estimulo aos mondcitos a
producdo de IL-6 e TNF-a por meio da regulacdo do fator de transcricdo
nuclear kappa B (NF-kB) (TAYLOR et al., 2005; FRANCISCO et al., 2006).

Para verificar a associacao entre niveis plasméaticos de PCR e risco
de ocorréncia de doenca cardiovascular periférica, RIDKER & colaboradores
(2001) realizaram um estudo com 280 homens saudaveis entre 40 e 84
anos, durante nove anos. Além da PCR, foram mensurados niveis
plasméticos de LDL colesterol, HDL colesterol, triacilglicerdis,
apolipoproteina A, apolipoproteina B-100, homocisteina e fibrinogénio. Entre
0s parametros nao lipidicos, a PCR apresentou a melhor correlacdo com o
desenvolvimento da doenca cardiovascular periférica.

JUNQUEIRA et al., (2009) avaliaram as concentracfes séricas de
PCR em homens e mulheres adultos portadores de sindrome metabdlica e
sugeriram uma forte relacéo entre concentracfes séricas de PCR e acumulo
de gordura visceral.

Em estudo realizado com 245 criancas e adolescentes, entre dois e

19 anos, portadores de obesidade e sobrepeso, e eutroficas, BRASIL et al.,
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(2007) verificaram uma relacdo positiva entre concentracdes seéricas
elevados de PCR e aumento do indice de massa corpérea (IMC).

Apesar de apresentar uma grande eficacia em predizer risco para
futuras doencas, a PCR deve ser avaliada com cuidado, uma vez que suas
concentracbes séricas podem elevar-se transitoriamente por alguns dias

apos periodos de infecgdo ou traumas (FRANCISCO et al., 2006).

2.2. Interleucina 6 (IL-6)

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina pleiotrGpica com uma ampla
variedade de efeitos imunoldgicos relacionados a inflamacdo e injaria
tecidual. Produzida e secretada por células endoteliais, células musculares
lisas, mondcitos e macréfagos, esta citocina pode contribuir para o
desenvolvimento e progressao de doencas cardiovasculares devido ao seu
efeito paracrino, autécrino e enddécrino. Os adipdcitos também secretam IL-6,
sendo responsaveis por cerca de 30% da secrecdo desta molécula, que
ocorrem principalmente no tecido adiposo visceral (VOLP et al., 2008). Esta
citocina é mediadora central da resposta inflamatéria de fase aguda e a
principal citocina pro-coagulante, pois determina a producédo e a elevacéo
das concentracdes plasméaticas de outras moléculas pro-inflamatorias, em
especial a PCR (HERMSDORFF & MONTEIRO; 2004).

RAUCHHAUS et al., (2000) avaliaram a relacéo entre concentracdes
séricas de IL-6 e a mortalidade em portadores de insuficiéncia cardiaca
cronica. O estudo acompanhou 152 individuos de ambos 0s sexos por um
periodo de seis anos e concluiu que valores séricos aumentados de IL-6
estdo diretamente associados a ocorréncia de mortalidade, sugerindo que
este parametro seja considerado no prognéstico desta condicdo
cardiovascular.

Um estudo com pessoas saudaveis demonstrou que a IL-6 se
correlaciona com todos os componentes da sindrome metabdlica (SM):
hiperglicemia, aumento da circunferéncia da cintura, hipertrigliceridemia,
baixas concentragdes séricas de HDL-colesterol, alteracbes na presséo
sistOlica/diastolica. Neste estudo, quanto mais componentes da SM os
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individuos apresentaram, maiores eram as concentracdes de IL-6 sérica
(HUNG et al., 2005).

2.3. Interleucinas 1 (IL-1)

A familia de interleucinas 1 (IL-1) compreende diferentes citocinas
pro-inflamatodrias que estdo intimamente relacionadas as doencas cronicas
nao transmissiveis. Sao produzidas por células endoteliais, células
musculares lisas, plaquetas ativadas, mondcitos e macrofagos. Entre estas
citocinas, a interleucina 1B (IL-18) se destaca pois possui um amplo espectro
de acdo, uma vez que promove a ativacdo de NF-kB, fator de transcricdo
envolvido em vérios eventos inflamatoérios. Além da acéo sobre NF-kB, IL-1f3
estimula a producdo de IL-6 por células musculares lisas e aumenta a
expressao de fator derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), moléculas associadas a progressdao do processo
inflamatorio nas doencgas cardiovasculares (FRANCISCO et al.,, 2006;
LOPES, 2007).

Um estudo realizado com 150 voluntarios, incluindo homens e
mulheres, revelou uma correlacdo direta entre a elevacdo da concentracéo
plasmatica de IL-1p e os aumentos de peso e percentual de gordura
corporal. Além disso, 0s autores testaram a hipGtese de ocorréncia de
polimorfismos no gene que codifica um antagonista de receptor de IL-1, o IL-
1Ra. Este antagonista € considerado uma molécula anti-inflamatoria e
reguladora endogena da inflamag&o, uma vez que compete pelos mesmos
receptores de superficie celular de IL-1. De cinco alelos analisados,
observou-se que a frequéncia do alelo 2 (A2) foi significativamente maior nos
individuos obesos e nos pré-obesos, em relacdo ao grupo de peso normal,
sugerindo que o A2 deste gene pode ser um importante marcador de risco
genético para a ocorréncia de doencas cronicas relacionadas a inflamacéo e
obesidade (DI RENZO et al., 2007).

Em outro trabalho mais recente, AHONEN & colaboradores (2010)
verificaram que héa correlacdo entre concentracdes séricas aumentadas de

IL-1B e a presenca de sindrome metabdlica.
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Outro importante membro da familia das IL-1 € a interleucina 18 (IL-
18). Produzida por macréfagos, esta citocina pro-inflamatoria esta envolvida
principalmente na génese de doencas cardiovasculares. Em células
endoteliais e células musculares lisas, IL-18 induz a secrecdo de outras
citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-18 e TNF-a, além das moléculas de
adesdo endotelial ICAM-1 e VCAM-1 (VOLP et al., 2005). Além disso, a IL-
18 pode atuar diretamente na progressao da doencga cardiovascular por meio
de recrutamento de células T e inducéo da expressdo de metaloproteinases
na placa de ateroma. Assim, a IL-18 pode ser considerada como um
importante marcador para o risco de ocorréncia de doencas
cardiovasculares (HUNG et al., 2005; FRANCISCO et al., 2006).

HUNG et al., (2005) avaliaram 960 voluntarios sem histéria clinica
pregressa de diabetes e verificaram que elevadas concentragdes séricas de
IL-18 podem atuar como forte preditora para a ocorréncia de sindrome
metabdlica nestes individuos, uma vez que esta citocina se correlacionou
diretamente com IMC, circunferéncia de cintura, trigliceridemia, presséo
sanguinea sistélica e diastdlica, glicemia de jejum, insulinemia, PCR sérica e

IL-6 sérica, e inversamente com o HDL colesterol.

2.4. Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral-a (TNF-a) € uma citocina multifuncional
com atividades biologicas pleiotropicas. Desempenha um papel importante
na cascata de citocinas inflamatérias, como fator estimulador da sintese de
IL-6 e IL-1. Secretado por macréfagos, células endoteliais e musculares
lisas, adipdcitos e células do musculo esquelético, o TNF-a possui acéo
autocrina, paracrina e enddcrina. Particularmente nos adipdécitos, esta
citocina age inibindo a lipogénese via inibicdo da expressdo das enzimas
lipase lipoprotéica (LLP) e da acetil coenzima A sintetase, cumprindo
importante papel regulador no acumulo de gordura no tecido adiposo
(HERMSDORFF et al.,, 2004). O TNF-a atua também na supressdo da
sinalizacao da insulina por meio da reducéo da fosforilagdo do substrato 1 do
receptor de insulina (IRS-1), o que resulta em reducdo da sintese e

translocacao do transportador de glicose (GLUT-4) para a membrana. Além
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disso, o TNF-a estd envolvido no processo aterogénico, uma vez que
participa da migracdo de mondcitos e de sua conversdo em macrofagos na
parede endotelial através da ativacdo do NF-kB, desencadeando alteracfes
inflamatorias na parede vascular, como a expressdo de moléculas de
adesao na superficie das células endoteliais e das células musculares lisas
(BULLO et al., 2003; FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

BULLO et al., (2003) avaliaram a relacéo entre a expressdo de TNF-
a no tecido adiposo visceral e 0s niveis plasmaticos de IL-6 e PCR em 96
mulheres entre 19 e 25 anos, com IMC entre 19 e 65 kg/m2. Os autores
sugeriram que a sintese de TNF-a no tecido adiposo leva ao aumento da
producdo de IL-6 e PCR, contribuindo para a manutencdo do estado de
inflamagé&o de baixo grau envolvido na progressdo da obesidade e de suas
co-morbidades associadas.

Em outro trabalho, KERN et al., (2001) verificaram a associacao
entre a presenca de obesidade e presenca de resisténcia a insulina, ao
aumento na expressdo de TNF-a nos adipdcitos.

2.5. Interleucina 10 (IL-10) e Adiponectina

IL-10 e adiponectina sdo consideradas citocinas anti-inflamatérias.

A IL-10 é uma citocina pleiotropica produzida por linfécitos,
monaocitos e macrofagos. Suas propriedades anti-inflamatérias se baseiam
na regulacéo do sistema imune, uma vez que inibe fortemente a expressao e
producdo de citocinas pré-inflamatérias. Seu efeito anti-inflamatério também
pode acontecer por inibicdo de interacbes entre células endoteliais e
leucocitarias (VOLP et al., 2005; CHOI et al., 2007).

A adiponectina é secretada pelo tecido adiposo e, ao contrario de
outras substancias secretadas por este tecido, age como fator protetor para
doencas cardiovasculares por meio de sua acdo anti-inflamatéria. Os
mecanismos pelos quais a adiponectina atua incluem a diminuicdo da
expressdo da molécula de adesdo vascular VCAM-1 via reducdo da
expressdo de TNF-a, diminuindo a quimiotaxia ao macréfago para a
formagdo de células gordurosas e inibindo a sinalizacdo inflamatéria do

tecido endotelial. Além disso, a adiponectina pode promover o aumento da
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sensibilidade a insulina e modulacdo de NF-kB. Ha uma correlacéo inversa
entre a concentracdo seérica de adiponectina e: 1) risco de obesidade; 2)
resisténcia a insulina; e 3) doencas cardiovasculares (HERMSDORFF &
2004; FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

CHOI et al., (2007) avaliaram a associacao entre IL-10 e adiponectina
e a sindrome metabdlica em 312 individuos com e sem a doenca. Foi
verificada correlacdo inversa entre concentragdes de IL-10 e de adiponectina
e a presenca da sindrome.

AHONEN & colaboradores (2010) acompanharam 680 homens e
mulheres durante 6,5 anos e verificaram correlacdo inversa entre as
concentracbes seéricas de adiponectina e de PCR nos individuos que

desenvolveram sindrome metabdlica.

3. RELACAO ENTRE O CONSUMO DE CASTANHAS E O PROCESSO
INFLAMATORIO

Em vista de sua composicdo e biodisponibilidade de seus
componentes, o efeito do consumo de castanhas nos processos
inflamatérios vem sendo avaliado em diversos estudos, tanto em modelo
animal quanto em estudos epidemioldgicos, transversais e prospectivos com
humanos, incluindo diferentes grupos populacionais: pessoas saudaveis,
com sobrepeso e obesidade, resisténcia a insulina e sob risco de doencgas
cardiovasculares (CASAS-AGUSTENCH et al., 2010). Além de dosagens de
marcadores inflamatorios circulantes, cresce o niumero de pesquisas que
utilizam uma abordagem nutrigenémica, isto é, avaliam o efeito do consumo
de castanhas sobre a expressdo de determinados genes relacionados a
proteinas inflamatdrias, em diferentes tecidos corporais.

O guadro 1 mostra pesquisas que avaliaram o efeito do consumo de
castanhas sobre marcadores moleculares de inflamagcdo, bem como a

expressdo de alguns genes em resposta a esta intervencgao dietética.
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QUADRO 1: Relacéao entre a utilizacdo de castanhas e marcadores inflamatorios.

Amostra
Intervencéo ou | Duracéo Parametros Tecido/Local Metodologia utilizada | Resultados Referéncia
Observacéo avaliados
50 homens e mulheres | Dieta normocalérica + | 12 semanas | Capacidade Soro; plasma; | ELISA; ¢ ORAC;*LDLOX; LOPES-
com sindrome | 30g de castanhas antioxidante do | urina Espectrofotometria; URIATE et al.,
metabdlica plasma (ORACQC); HPLC; * VCAM-1; 2010
LDLox; dienos Kits comerciais
conjugados; ICAM-1; ¢¢ ICAM-1;
VCAM-1,; 8-
isoprostano v *8-isoprostano;
36 camundongos | Dieta padrdo com 10% | 1 semana GSH; GSSG; dienos | Plasma Espectrofluorimetria; |y GSH;%GSSG; BULLO et al.,
C57BL/6J de nozes conjugados Espectrofotometria A dienos conjugados | 2010
37 homens e mulheres | Dieta do Mediterraneo | 3 meses Expressdo de genes | Mondcitos rtPCR LLORENTE-
com DM2 ou = 3 | suplementada com 15g pro-inflamatorios Tda expressdo de | CORTES et
fatores de risco para | de nozes + 7,59 de (MCP-1, COX-1, COX- todos os genes | al., 2010
DCV améndoas + 7,59 de 2); pré-tromboticos avaliados
avela (TF, TFPI, e de
receptores de
lipoproteinas  (LRP1,
CD36, de LDL)
32 homens saudaveis | Dieta do Mediterraneo | 8 semanas hs-PCR; IL-6; TNF-qa; | Plasma Quimioluminescéncia; $IL—6;$PCR; SARI et al,
suplementada com SOD ELISA,; 2010
pistache Kits comerciais f TNF-a;f SOD
Culturas de células | Pré-tratamento com | 12 horas iINOS; NO; TNF-a Células BV-2 da | Western-Blot; Producéo NO; WILLIS et al.,
Bv-2 da micrdglia extrato metandlico de microglia ELISA,; iProdugéo TNF-q; 2010

nozes e posterior
estimulacdo com LPS

Imunohistoquimica;
Quantificacdo de nitrito

* Expressao iNOS
*0s autores sugerem
gue intervencgdes
nutricionais com noz
poderiam atuar na
prevencao/tratament
o de doencas
neurodegenerativas
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50 homens e mulheres | Dieta normocaldrica | 12 semanas | IL-6; hsPCR; | Plasma; soro ELISA,; Adiposidade; CASAS-
com sindrome | suplementada com 15g adiponectina; MCP-1; HOMA iHOMA; AGUSTENCH
metabdlica de nozes + 7,59 de PAI-1; IL-18; ¢IL—6, IL-18, MCP-1 e | et al., 2009

améndoas + 7,59 de resisténcia a insulina PAI-1;

aveld 4 adiponectina
847 homens e | Dieta do Mediterraneo | 5 anos IMC; circunferéncia de | Plasma Antropometria; Correlacdo inversa | CASAS-
mulheres com DM2 ou | associada ao consumo cintura, colesterol Kits comerciais entre o consumo de | AGUSTENCH
> 3 fatores de risco | de castanhas total; triacilgliceréis; castanhas e | etal., 2009
para DCV glicemia de jejum; adiposidade

LDLc

60 homens saudaveis | Suplementacao com | 4 semanas Dano ao DNA; SOD; | Plasma; Microscopia de |y Dano ao DNA,; Ll et al., 2007
fumantes 84g de améndoas a GPX; catalase linfécitos fluorescéncia; SOD e GPX;

dieta habitual Kits comerciais Catalase inalterada
12 individuos | Dieta normocalérica + | 1 semana E-selectina; ICAM-1; | Soro ELISA *E-selectina;
saudaveis e 12 | 40g de nozes VCAM-1; receptores &ICAM—l; CORTES et
hipercolesterolémicos de TNF-a VCAM-1; al., 2006

Receptores de
TNF-a

41 Homens e | Dieta normocaldrica + | 6 semanas ICAM-1,; VCAM-1; | Soro ELISA; v ICAM-1; yVCAM-1 | KURLANDSK
mulheres 60g de améndoas hsPCR Espectrofotometria ¢hsPCR Y et al., 2006

hipercolesterolémicos

ORAC: capacidade antioxidante do plasma; LDLox: lipoproteina de baixa densidade oxidada; LDLc: colesterol LDL; GSH: glutationa
reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MCP: proteina quimiotatica de mondcitos; COX-1 e COX-2: ciclooxigenases 1 e 2; TF: fator
tecidual; TFPI: inibidor da via do fator tecidual; LRPI: proteina relacionada ao receptor de LDL; CD36: receptor de membrana
associado as lipoproteinas; PCR: proteina C reativa; IL-6: interleucina 6; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; SOD: superoxido
dismutase; GPX: glutationa peroxidase; IMC: indice de massa corporea; ICAM-1: molécula de adesao intercelular 1; VCAM-1:
molécula de adesao vascular 1; iINOS: 6xido nitrico sintase; NO: éxido nitrico; LPS: lipopolissacarideo; PAI-1: inibidor do ativador do
plasminogénio tipo 1; IL-18: interleucina 18; ELISA: imuno-ensaio enzimatico, HOMA: modelo de avaliagdo de homeostase; IMC:
indice de massa corpérea.
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Os efeitos benéficos do consumo de castanhas séo atribuidos a acao
sinérgica de seus &cidos graxos e conteuddo de compostos bioativos.
Recentes observacdes sugerem que 0s compostos antioxidantes e anti-
inflamatorios das castanhas estdo fortemente relacionados a um efeito
favoravel na reducdo do risco de ocorréncia de doencas cardiovasculares
(BLOMHOFF et al., 2006; ROS, 2009; YANG, 2009).

As castanhas s&o descritas como ricas fontes de substancias
antioxidantes, como compostos fendlicos (taninos, acido eldgico, curcumina
e flavondides - luteolina, quercetina, miricetina, kaempferol, resveratrol) e
isoflanovas (genisteina e daidzeina) (KRIS-ETHERTON et al.,, 2002). Em
améndoas, por exemplo, ja foram identificados os flavondides catequina,
flavondis e flavononas. As nozes contém uma variedade consideravel de
polifendis (tipicamente elagitaninos) e acidos graxos poli-insaturados. Os
alquil fendis sao particularmente abundantes em castanhas de caju
(ALASALVAR & SHAHIDI, 2009).

ANDERSON et al., (2001) estudaram a habilidade do extrato de
nozes de inibir a oxidacdo de LDL mediada por cobre in vitro e verificaram
que a capacidade antioxidante do extrato de nozes foi superior a do acido
elagico. Os pesquisadores verificaram que a inibi¢cao foi de 84 e 14% para o
extrato de nozes e &cido eldgico, respectivamente. CHEN et al., (2005)
demonstraram que os flavonoides da casca de améndoas aumentaram a
resisténcia a oxidacao da LDL in vitro e in vivo. HATIPOGLU et al., (2004)
investigaram o efeito de oOleo de aveld sobre o status pro-
oxidante/antioxidante em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol.
A suplementacdo com Oleo de avelda reduziu os niveis de peréxidos no
plasma, no figado e na aorta, além de melhorar as lesdes ateroscleroticas
nas aortas dos coelhos.

Os fitosterdis constituem um grupo de compostos presentes em
grande quantidade nas castanhas, também relacionados com beneficios a
saude. Em nozes, fitosterdéis representam 0,1 a 0,2% da fracao lipidica total,
dos quais 87% sao representados por B-sistosterol. Sementes de améndoas
e avelds constituem ricas fontes de fitosterdis (MARANGONI & POLI, 2010).

YANG (2009) pesquisou o conteudo de fitosterdis em o6leo de castanha-do-
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brasil e encontrou 1930 ug de fitosteréis por grama de Oleo, dos quais
1325,4ug/g eram de [B-sistosterol, 26,9 pg/g campesterol e 577,5 pg/g
estigmasterol.

A ingestdo habitual de fitosterdis tem sido associada a reducéao do
risco de alguns tipos de cancer e melhora no perfil lipidico plasmatico, como
reducdo dos niveis séricos de colesterol total e LDL colesterol (cLDL) (PLAT
& MENSINK, 2005). Um mecanismo proposto para esta melhora do perfil
lipidico € que os fitosterdis reduzem a absorcdo intestinal de colesterol,
eventualmente induzindo a uma reducdo nas concentracdes plasmaticas de
colesterol total e LDL colesterol. Ao que tudo indica, as moléculas de
fitosteréis competem com as de colesterol pela incorporagdo nas micelas
mistas no trato intestinal (MARANGONI & POLI, 2010).

As castanhas também sdo fontes ricas em tocoferdis. ROS (2009)
descreveu os teores de a-tocoferol em 10 sementes oleaginosas, entre as
quais as améndoas apresentaram maior teor, 259 pg/g de amostra,
engquanto a castanha-do-brasil e a castanha de caju totalizaram 57 e 9 ug/g
respectivamente. COSTA et al., (2010) quantificaram os tocoferdis totais (q,
y, e O-tocoferdis) em seis frutas e sementes brasileiras e, entre as
oleaginosas avaliadas, a castanha de buriti e a castanha-do-brasil
apresentaram 995,7 e 152,8 ug/g de tocoferdis totais respectivamente.

Aos tocoferodis séo atribuidas atividades antioxidantes relacionadas a
mecanismos de protecdo das membranas celulares dos compostos
oxidaveis do citoplasma celular. Sua estrutura e facilidade de interacdo com
membranas celulares fazem desta substancia um antioxidante muito mais
eficiente em relacdo aos hidrossoluveis, contribuindo eficazmente no
combate ao estresse oxidativo (PEREIRA, 2002; FOGACA, 2005).

Estudos in vivo constataram que o a-tocoferol inibe a expressao de
moléculas de adesdo no endotélio, recupera a disfungdo endotelial
desencadeada pela LDL oxidada, reduz a agregacéo e adesédo plaquetaria,
previne a oxidacdo da LDL, inibe a proliferacao de células musculares lisas e
modula a resposta inflamatéria (KOGA et al., 2004).

Além dos componentes bioativos, o perfil de &cidos graxos das

castanhas é considerado favoravel a saude, principalmente devido aos
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teores apreciaveis de acidos graxos essenciais, o acido oléico (18:1) e o
acido linoléico (18:2) (FREITAS & NAVES, 2010).

Em relacdo aos minerais, 0 magnésio merece destaque, uma vez que
€ elemento encontrado em grandes quantidades nas castanhas e pode ser
relacionado a atividade de reducdo de biomarcadores inflamatorios.
Acredita-se que a deficiéncia de magnésio esteja relacionada a patogénese
da resisténcia a insulina, do diabetes mellitus tipo 2, da hipertensédo, da
sindrome metabdlica e de doencas cardiovasculares. Estudos transversais
demonstraram associacdo inversa entre ingestdo dietética de magnésio e
concentracbes plasmaticas das moléculas proé-inflamatérias de PCR, E-
selectina e ICAM-1 (SEGURA et al., 2006; SONG et al., 2007; SALAS-
SALVADO et al., 2008).

O selénio, mineral particularmente abundante na castanha-do-brasil,
esta estreitamente relacionado a processos antioxidantes. Este elemento é
essencial para a sintese da enzima glutationa peroxidase e em muitas
reacOes de 6xido-reducdo. Concentracbes reduzidas de selénio no plasma
sdo associados ao aumento no risco de desenvolvimento de doenca
coronariana. O consumo de 45 g de castanha-do-brasil por dia durante 15
dias elevou a concentracdo plasmatica deste elemento de 56 ug/L para 208
Hg/L em voluntarios saudaveis (STRUNZ et al., 2008).

A tabela 1 resume a composicao de alguns tipos de castanhas.
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TABELA 1: Composicao de castanhas e sementes comestiveis por 100g.

Acidos
Castanha Energia Lipidios Proteinas graxos Acidos graxos  Acidos graxos  Fitoster6i  Arginina  Tocofer Magnési Calcio
(kcal) totais totais saturados monoinsaturad poli- s totais (9) ois o] (mg)
(9) (9) (9) 0s insaturados (mg) totais (mg)
9) (9) (mg)
Améndoas  578,4 50,6 21,3 3,9 32,2 12,2 217,7 2,47 45,2 275 248
Aveld 628,9 60,8 15 4,5 45,7 7,9 109,6 2,21 37,1 163 114
Castanha
de caju 553,5 46,4 18,2 9,2 27,3 7,8 199,0 2,12 6,08 292 37
Castanha
de 736,8 65,9 19,6 16,5 34,22 42,7 - 1,9 - 449,9 229,4
sapucaia
Castanha-
do-brasil 656,2 66,4 14,3 15,1 24,5 42 192,9 2,15 19,9 376 160
Macadami 718,6 75,8 7.9 12,1 58,9 15 161,8 14 12,2 130 85
a
Noz 701,7 65,7 15,2 9,8 16,3 72,7 123,6 2,28 32,1 158 98
Peca 692,1 72 9,2 6,2 40,8 21,6 196,5 1,18 18,0 121 70
Pinh&o 673,6 68,4 13,7 4,9 18,8 34,1 273,7 2,41 22,9 251 16
Pistache 557,9 44,4 20,6 54 23,3 13,5 558,6 2,03 29,1 121 107

Referéncias: VALLILO et al., 1999; KURLANDSKY et al., 2006; DENADAI et al., 2007; COSTA et al., 2009; YANG, 2009;
COSTA et al., 2010.
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O consumo regular de castanhas revela-se cada vez mais como um
fator protetor contra DCNT. Isto se deve, em grande parte, a capacidade
dos componentes presentes nestes alimentos (macro e micronutrientes e
compostos bioativos) de modular os biomarcadores envolvidos na
patogénese destas doencas. Além disso, ressalta-se a importancia da
biodisponibilidade destas substancias quando presentes nas castanhas e
outras sementes oleaginosas, uma vez que, sua atuacao sinérgica parece
ser mais interessante para a manutengao da fungéo celular do que quando
administrados em sua forma isolada.

A figura 1 resume alguns mecanismos pelos quais alguns

componentes de castanhas podem proteger contra a inflamagéao.

CASTANHAS

MINERAIS ANTIOXIDANTES PERFIL LIPIDICO

""""

INFLAMACAO
REDUCAO
— DO RISCO S
DE DCNT

FIGURA 1: Mecanismos desempenhados por componentes de
castanhas que podem estar envolvidos na reducdo do risco de
doencas crbnicas nao transmissiveis. Adaptado de Casas-
Agustench et al., 2009.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A mudanga de hébitos relacionados a vida moderna nas ultimas
décadas tem sido cada vez mais associada a prevaléncia de DCNT. Entre
esses habitos estdo o sedentarismo, o estresse, e a alimentacao.

A adocdo de uma dieta nutricionalmente balanceada é uma das
premissas basicas para a manutencéo da boa saude e prevencgdo de futuros
agravos. Uma alimentacdo que, além de ser balanceada, conta com o
consumo regular de castanhas e outras sementes oleaginosas, oferece um
fator de protecéo adicional a saude.

O aumento do numero de estudos sobre castanhas e sementes
comestiveis € necessario para se tentar entender e elucidar os mecanismos
bioldgicos e bioquimicos pelos quais estes alimentos exercem seus efeitos

protetores na saude e incentivar o0 seu consumo.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Fundacéo de

Amparo a Pesquisa do estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e da

Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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Capitulo 2

CARACTERIZACAO QUIMICA DA CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis

pisonis Cambess.) DA REGIAO DA ZONA DA MATA MINEIRA.
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RESUMO

Atualmente as castanhas tém recebido atencdo especial, pois sao fontes
naturais de vitaminas, minerais, proteinas e acidos graxos essenciais,
podendo assim contribuir para a dieta humana e de animais. Pesquisas
recentes confirmam que esses alimentos sédo fontes ainda de compostos
bioativos, os quais podem trazer beneficios significativos a saude humana.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a composi¢cao quimica de castanhas
da espécie sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) localizadas na zona da
mata mineira. Foram analisadas a composicdo centesimal (lipidios,
proteinas, carboidratos, cinzas e umidade), teor de minerais por
espectrometria de plasma e perfil lipidico por cromatografia gasosa. A
composicdo centesimal revelou 54,8% de lipidios; 26,82% de proteinas;
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5,01% de carboidratos; 3,17% de cinzas e 10,2% de umidade. Quanto ao
perfil lipidico, 43,1% eram acidos graxos polinsaturados, 41,7% acidos
graxos monoinsaturados e 15,2% acidos graxos saturados. Os minerais
foésforo, magnésio e manganés se destacaram pelos elevados teores, 941,
343 e 4,8 mg.100", respectivamente. A castanha de sapucaia é uma
potencial fonte energético-proteica e de minerais importantes para a saude,
mas deve ter sua toxicidade avaliada.

Palavras-chave: Lecythis pisonis Cambess., castanha de sapucaia,

sementes oleaginosas.

ABSTRACT

Currently the nuts have received special attention of researchers because
they are natural sources of vitamins, minerals, protein and essential fatty
acids, could also contribute tothe dietof humans and animals. Recent
research confirms thatthese foods are also sources of bioactive
compounds, which can bring significant benefits to human health through
regular consumption. This study evaluated the chemical composition of
sapucaia nut (Lecythis pisonis Cambess.) of the state of Minas Gerais. We
analyzed the chemical composition (lipids, proteins, carbohydrates, ash and
moisture), and the mineral content by mass spectrometry, and the lipid
profile by gas chromatography. The chemical composition showed 54,8%
lipids; 26,82% protein; 5,01%  carbohydrates; 3,17% ashand  10,2%
moisture. The lipid, 43,1% were polyunsaturated fatty
acids, monounsaturated fatty acids 41,7% and 15,2% saturated fatty
acids. The minerals phosphorus, magnesium and manganese are highlighted
by high levels, 941; 343 and 4,8 mg.100-1, respectively. Sapucaia nut is a
potential protein-energy and minerals source, but its toxicity must be
evaluated.

Keywords: Lecythis pisonis Cambess., sapucaia nuts, oilseeds.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, as sementes, nozes e castanhas comestiveis de
plantas tém recebido atencéo especial de pesquisadores uma vez que séo
fontes naturais de vitaminas, minerais, proteinas e acidos graxos essenciais,
podendo assim contribuir para a dieta humana e de animais. Pesquisas
recentes confirmam que esses alimentos também sdo fontes potenciais de
compostos bioativos, os quais podem trazer beneficios significativos a satude
humana através do seu consumo regular (COSTA et al., 2010; FREITAS et
al., 2010; JOHN et al., 2010; ROS, 2009; JENKINS et al., 2008; JIANG et al.,
2006; ROS et al., 2006).

As principais sementes comestiveis nativas comercializadas no Brasil
sdo a castanha de caju (Anarcadium occidentale L.) e a castanha do Para ou
castanha do Brasil (Bertholletia excelsa Kunth) (CHAVES et al., 2004). No
entanto, as florestas brasileiras possuem outras espécies nativas cujos
frutos e sementes podem ser utilizados como fontes de nutrientes, sendo,
portanto, de extrema importancia o estudo destas novas fontes alternativas
de alimentos. Nesse contexto encontra-se a espécie Lecythis pisonis
Cambess, ou, castanha de sapucaia. Alguns estudos realizados sobre a
composicdo nutricional desta espécie sugerem que ela possa ser
empregada na alimentacdo humana em substituicdo as castanhas ja
comumente utilizadas (DENADAI et al., 2010; SOUZA et al., 2008; VALLILO
et al., 1999; VALLILO et al., 1998).

Conhecida popularmente como castanha-sapucaia, marmita-de-
macaco, cumbuca-de-macaco ou simplesmente "sapucaia”, esta arvore da
familia Lecythidaceae tem origem brasileira e ocorre do Ceara até o Rio de
Janeiro. Pode atingir 20 a 30 metros de altura, com tronco de 50 a 90
centimetros de didametro a altura do peito (DAP) (LORENZI, 1992). As
améndoas aromaticas e oleaginosas da sapucaia podem ser consumidas
cruas, cozidas ou assadas, constituindo-se em excelente alimento. Um
quilograma destas castanhas fornece aproximadamente 180 sementes e

podem substituir, em igualdade de condi¢cbes, as nozes, améndoas ou
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castanhas comuns, prestando-se como ingrediente para doces, confeitos e
pratos salgados (PANTANO, 2010).

As sementes oleaginosas séo ricas em proteinas e muito ricas em
lipidios, ndo possuem colesterol, sdo boas fontes de fibras e possuem
guantidades razodaveis de tiamina, riboflavina e niacina e de vitaminas Bl e
B2. Possuem também teores consideraveis de fésforo e potassio, sendo
pobres em sodio, favorecendo assim o sistema cardiovascular. Contém,
ainda, quantidades razoaveis de calcio e magnésio (SOUZA et al, 2008).
Estudos realizados com castanhas de sapucaia de diferentes regides
brasileiras revelaram elevados teores de proteinas e lipidios neste alimento,
além de fornecer quantidades consideraveis de minerais e um perfil lipidico
rico em acidos graxos poli-insaturados (DENADAI et al., 2010; SOUZA et al.,
2008; VALLILO et al., 1999; VALLILO et al., 1998). No entanto, os teores de
nutrientes encontrados nestas castanhas de diferentes regides apresentam
grandes variacdes, 0 que pode ser reflexo dos diferentes tipos de solos e
condicBes ambientais em que estas arvores se encontram.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo caracterizar a
castanha da espécie Lecythis pisonis Cambess da regido da Zona da Mata
Mineira, através da realizacdo da composicao centesimal, do perfil lipidico,

analise da composicao de minerais e do perfil de aminoacidos.

MATERIAL E METODOS

As castanhas de sapucaia foram coletadas em cinco arvores de
ocorréncia natural no campus da Universidade Federal de Vigcosa (UFV),
localizada (20°76'S e -42°86'W) na regido da Zona da Mata Mineira, porcéo
sudeste do estado. De cada arvore foram coletados cinco frutos, e de cada
fruto foram extraidos dez améndoas. Em seguida, estas foram
homogeneizadas em processador de alimentos no Laboratorio de
Metabolismo e Fermentacdo da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
Todas as analises a seguir foram realizadas em triplicata.

As determinacfes dos teores de lipidios, proteinas, cinzas totais e

umidade foram realizadas de acordo com as normas analiticas do Instituto
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Adolfo Lutz, sendo os carboidratos calculados por diferenca (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008).

Para a analise do perfil lipidico, as amostras foram preparadas
segundo Folch et al. (1957) e Hartman e Lago (1973). A identificacdo dos
ésteres metilicos dos acidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa,
utilizando o modelo CG-17A Shimadzu/Class, equipado com a coluna capilar
de silica fundida de biscianopropil polysiloxane (SP-256), medindo 100 m de
comprimento e 0,25 mm de didmetro com detector de ionizagdo em chama.
A programacdo de andlise teve como temperatura inicial de 150°C,
isotérmica por 10 minutos e posterior aguecimento de 4°C por minuto até
250°C, permanecendo nesta temperatura por 40 minutos. A temperatura do
vaporizador foi de 240°C e o detector em 260°C. O gas de arraste utilizado
foi o nitrogénio em 24 cm/seg., a 175°C. A razéo da divisdo da amostra no
injetor foi de 1/10 e injetou-se 1 pL da solucdo. Os picos foram identificados
por comparacdo dos tempos de retencdo de uma mistura de metil ésteres
conhecidos (FAME mix Supelco®, EUA) e quantificados por &reas de

integracdo automatica, sendo os resultados expressos em percentual.

As analises dos minerais (Cadmio, Cromo, Cobre, Manganés, Niquel,
Chumbo, Zinco, Fosforo, Calcio, Magnésio, Ferro, Aluminio, Arsénio,
Molibdénio) foram realizadas por digestdo nitrico-perclérica em bloco
digestor, por meio da adicdo de 1mL de acido nitrico p.a 65% que foi
misturado na noite anterior a digestdo, com uma pré-digestdo de 12 h. A
seguir, foram adicionados mais 3 mL de &cido nitrico e iniciou-se a digestao
com a elevacdo gradual da temperatura até + 95°C . A amostra foi digerida
até a metade em relacdo ao volume inicial e em seguida adicionaram-se
2mL de é&cido perclorico p.a 70%, aumentando a temperatura
gradativamente até 150°C , até o clareamento das amostras no tubo
digestor. A seguir, as amostras foram retiradas do bloco, resfriadas em
temperatura ambiente, com extrato digerido (cerca de 2 mL) completando o
volume com &gua destilada para 25 mL. Na sequéncia, foi realizada a leitura
no espectrofotdmetro de plasma.

Os aminoéacidos foram identificados e quantificados no Centro

Interdepartamental de Quimica de Proteinas da USP-Ribeirdo Preto, SP,
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utilizando-se o método feniltiocarbamil aminoacidos (PTC) (analise de
aminoacidos: derivacao pré-coluna com fenilisotiocianato) (BIDLNGMEYER
et al., 1984; ROSA et al, 1987). A composi¢do aminoacidica foi determinada
em amostras previamente hidrolisadas com HCI 6 N bidestilado, seguida de
derivacdo pré-coluna dos aminoacidos livres com fenilisotiocianato, e a
separacdo dos derivativos feniltiocarbamil-aminoécidos foi realizada em
coluna de fase reversa C18 (Pico-Tag - 3,9 x 150 mm) com monitoragcdo em
comprimento de onda em 254 nm. A quantificacdo da amostra foi baseada
na area de cada pico de aminoacido, utilizando-se a area do pico do padréo
de aminoacidos com concentracdo conhecida como referéncia, sendo o

padréo derivado nas mesmas condigoes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 descreve a composicdo centesimal das améndoas de
sapucaia. Observa-se elevados teores de lipidios (54,8%) e de proteinas
(26,82%), e baixo teor de carboidratos (5,01%).

Tabela 1 — Composicdo centesimal e valor calérico de améndoas de

Lecythis pisonis Cambess. (sapucaia).

Componente Resultado (g. 100g %)
Umidade 10,20 + 0,68*
Cinzas 3,17 = 0,50*
Extrato etéreo 54,80 + 4,15*
Proteinas (N x 6,25) 26,82 £ 2,60*
Carboidratos (por diferenca) 5,01
Contetdo calérico total (kcal. 100g “)** 620,52

*Valores de médias + desvio padréo obtidos por determinacdes realizadas em triplicatas.
**Q conteudo caldrico total foi calculado baseado nos seguintes fatores: teor de proteinas e
de carboidratos multiplicados por 4 e teor de lipidios multiplicados por 9 (FAO, 1991).

Castanhas de sapucaia oriundas do estado do Piaui revelaram teor de
lipidios maior (65,9%) e de proteinas menor (19,6%) do que as castanhas do
presente estudo. Ja no estado de Sdo Paulo, os teores de lipidios e

proteinas das castanhas de sapucaia foram mais proximos aos do presente
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trabalho (60,6% a 63% e 19,8 a 20,4%, respectivamente) (DENADAI et al.,
2007; SOUZA et al., 2008; VALLILO et al., 2008). As diferencas encontradas
na literatura em relacdo a composicdo centesimal das castanhas de
sapucaia devem-se, provavelmente, aos diferentes estagios de maturacao
dos frutos no momento da coleta, as caracteristicas de solo e clima das
diferentes regides de coleta e/ou aos protocolos analiticos utilizados na
determinacao destes componentes.

O teor de lipidios na castanha-do-para (Bertholletia excelsa) (66,4%) é
maior do que na castanha de sapucaia analisada neste estudo. No entanto,
o teor de proteinas é menor na castanha-do-pard (14,3%) quando
comparada a de sapucaia (YANG, 2009). J4 em relacdo a castanha de caju
(Anarcadium occidentale L.), esta possui menor conteudo de lipidios (46,4%)
e proteinas (18,2%) em relacédo a castanha de sapucaia (ROS, 2009).

O perfil de acidos graxos do Oleo de castanha de sapucaia revelou
elevado teor de acidos graxos insaturados, totalizando 41,71% de acidos
graxos monoinsaturados e 43,1% de acidos graxos poli-insaturados. Entre
0S monoinsaturados, destaca-se o acido oléico, presente em 41,37% dos
lipidios da amostra, e entre os poli-insaturados, o acido linoléico predomina
com 42,86% do total de lipidios. Observa-se ainda a presenca do acido
graxo 6mega-3 em 0,24%. Esses resultados estdo demonstrados na Tabela
2.

Tabela 2 — Composicdo centesimal dos principais acidos graxos de

améndoas de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) expressa em p/p (%).

Acido graxo Resultado (p/p %)
Acido palmitico (C 16:0) 11,29
Acido (C 16:1) 0,34
Acido (C 18:0) 3,77
Acido (C 18:1w9c) 41,37
Acido (C 18:2w6c) 42,86
Acido (C 20:0) 0,13
Acido (C 18:3w3) 0,24
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Total de AGS* 15,19
Total de AGM** 41,71
Total de AGP*** 43,1

*AGS: acidos graxos saturados; **AGM: acidos graxos monoinsaturados;
***AGP: acidos graxos poli-insaturados.

Em relacdo a castanha-do-para, a castanha de sapucaia apresentou
maior conteudo de &cidos graxos monoinsaturados (29,03% e 47,71%
respectivamente), menor contetdo de acidos graxos saturados (25,47% e
15,19% respectivamente), e teor semelhante de &cidos graxos poli-
insaturados (44,31% e 43,1% respectivamente). Comparando-se a castanha
de caju, a sapucaia apresentou menor teor de acidos graxos
monoinsaturados (59,33% e 47,71% respectivamente) e saturados (20,66%
e 15,19%), e maior conteludo de acidos graxos poli-insaturados (19,12% e
43,1% respectivamente) (VENKATACHALAM et al., 2006; RYAN et al.,
2006).

O perfil de acidos graxos de castanhas pode ser considerado
favoravel a saude, principalmente devido a teores consideraveis de é&cido
oléico (18:1) e linoléico (18:2) (FREITAS et al., 2010). Esta composi¢cdo em
acidos graxos mono e poli-insaturados € importante para a saude, uma vez
que esses acidos contribuem para a reducado das fragdes de Lipoproteina de
Baixa Densidade (LDL) e de Muito Baixa Densidade (VLDL), responsaveis,
em parte, pelo aumento do colesterol sérico. O efeito benéfico do consumo
de sementes comestiveis sobre o perfil sérico lipidico tem sido confirmado
em diversos trabalhos. Isto reforca a importancia de estudos sobre as
sementes comestiveis dos seus efeitos sobre a nutricdo e saude de
humanos (JENKINS et al., 2008; ROS, 2006; FITO et al., 2007, JENKINS et
al., 2002).

A composicao de minerais das castanhas de sapucaia € demonstrada
na tabela 3. Em relacdo a ingestdo diaria recomendada de minerais para
adultos (FAO, 2001), a castanha de sapucaia apresenta elevados teores de
minerais importantes para a saude humana. A ingestdo de 100 gramas de
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castanhas de sapucaia supre as necessidades diarias de manganés, fésforo
e magnésio. Além disso, a ingestédo desta quantidade de castanhas garante
50% da recomendacao diaria de ferro, mineral importante na prevencao de
anemia ferropriva. Comparando os resultados de minerais obtidos neste
estudo com dados de castanhas de L. pisonis coletadas em outras regides,
elevadas quantidades de magnésio, ferro e fésforo foram detectadas nas
castanhas da regido da Zona da Mata no estado de Minas Gerais (SOUZA et
al., 2008; DENADAI et al., 2007; VALLILO et al.,, 1999; VALLILO et al.,
1998).

Tabela 3 - Teores de minerais em améndoas de sapucaia (Lecythis pisonis

Cambess.)
Elemento Quantidade Valores de
(mg.100g™%) referéncia” (mcg* ou
mg/dia)
Cadmio Nd -
Cromo Nd -
Cobre 2,3 900*
Manganés 4,8 2,3
Niquel 0,5 -
Chumbo 0,4 -
Zinco 4,4 7
Fosforo 941,7 700
Calcio 182,1 1000
Magnésio 343,4 260
Ferro 7,0 14
Aluminio 6,9 -
Arsénio Nd -
Molibdénio Nd 45*

Nd: ndo detectado. ¥ FAO, 2001.
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Vale ressaltar que o teor de chumbo encontrado neste trabalho é
inferior ao de castanhas de sapucaia coletadas em outras regides
brasileiras. Vallilo et al. (1998) encontraram média de 0,96 mg.g™, sendo que
o limite maximo de chumbo em vegetais recomendado pelo Codex
Alimentarius é de 0,3 mg.kg? (FAO/WHO, 2001). A legislacdo brasileira
estabelece que o limite maximo de tolerdncia de chumbo em alimentos
esteja entre 0,05 a 2,0 mg.kg™? (BRASIL, 1998). A presenca de chumbo em
alimentos pode resultar de vérias fontes: absorcao por plantas presentes em
solos com concentracbes elevadas desse elemento ou tratadas com
pesticidas a base de arseniato de chumbo; deposicédo de Pb na superficie de
vegetais consumidos por animais empregados no consumo humano ou
consumidos pelo homem diretamente; adicdo inadvertida de Pb no
processamento de alimentos; liberagdo de Pb de latas de conservas e
ceramicas usadas como utensilios na alimentacdo (MACHADO et al., 2008).

Considerando os limites de chumbo estabelecidos para alimentos, as
castanhas de sapucaia coletadas na Zona da Mata Mineira estdo mais
proximas as recomendacfes do que as sementes coletadas em outros
locais, mas ainda continuam acima do preconizado.

A tabela 4 mostra os teores de aminoacidos essenciais e nao

essenciais encontrados nas castanhas de sapucaia avaliadas.

Tabela 4 — Perfil aminoacidico de améndoas de sapucaia (Lecythis

pisonis Cambess.).

Aminoacido Aminoacido em Padrao Padrao
g.100 g* de FAO/WHO FAO/WHO
proteina Pré-escolares Adultos
Aspartato 8,27
Glutamina 18,70
Serina 4,55
Glicina 4,37
Histidina* 2,52 1,9 1,6
Arginina 14,30
Treonina* 3,47 3,4 0,9
Alanina 3,65
Prolina 5,10
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Valina* 4,65 3,5 1,3

Metionina + 6,06 2,5 1,7
Cistina*
Cisteina 0,63
Isoleucina* 2,99 2,8 1,3
Leucina* 8,01 6,6 1,9
Fenilalanina + 7,83 6,3 1,9
Tirosina*
Lisina* 5,10 5,8 1,6

*Aminoacidos essenciais.

A castanha de sapucaia apresentou excelente composicao
aminoacidica, atendendo a todas as recomendacdes para 0os aminoacidos
essenciais com base no padrédo da FAO/WHO (1991) para criangas na faixa
etaria de 2,0 a 5,0 anos. Além disso, a castanha de sapucaia também
conttm elevadas quantidades de aminoacidos sulfurados, que
desempenham importantes funcdes antioxidantes (SINHA et al., 2007).
Normalmente, as proteinas de castanhas comestiveis atendem a boa parte
das necessidades de aminoacidos essenciais de escolares e individuos
adultos (FREITAS e NAVES, 2010).

Além da composicdo qualitativa e quantitativa das proteinas de um
alimento, um fator importante que deve ser investigado ¢é a
biodisponibilidade de seus aminoacidos. Nesse contexto, Denadai et al.
(2007) demonstraram que a castanha de sapucaia possui consideravel
digestibilidade in vitro, uma vez que ela apresentou niveis muito baixos de
lectina e inibidores de proteinases, e uma significante digestibilidade de
globulinas in vitro. Os autores sugerem, portanto, que a castanha de

sapucaia possa ser uma nova fonte de proteinas para o consumo humano.

CONCLUSAO

As castanhas apresentaram elevados teores de lipidios e proteinas, e
podem, portanto, fazer parte da dieta como boa fonte energético-proteica. O
perfil lipidico revelou elevado teor de acido linoléico, um importante acido
graxo essencial. Além disso, o contetdo de acidos graxos monoinsaturados
também foi elevado, indicando um perfil lipidico favoravel a saulde
cardiovascular. O perfil aminoacidico da sapucaia merece destaque, uma
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vez que, entre os aminoacidos detectados, a castanha atende as
recomendacgfes de aminoacidos para escolares. Estudos de toxicidade a
saude humana devem ser realizados em virtude do teor de chumbo

encontrado estar acima dos limites recomendados pela legislacao.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Fundacédo de
Amparo a Pesquisa do estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e da

Coordenacéao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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Capitulo 3

Efeito da suplementacdo com castanha de sapucaia (Lecythis pisonis
Cambess.) nos parametros bioquimicos sanguineos e histolégicos em

ratos alimentados com dieta de cafeteria.
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Efeito da suplementagdo com castanha de sapucaia (Lecythis pisonis
Cambess.) nos parametros bioquimicos sanguineos e histolégicos em

ratos alimentados com dieta de cafeteria.
Resumo

A ingestdo de alimentos ricos em vitaminas, minerais e fibras pode
influenciar positivamente a saude. Nesse contexto, destacam-se as
castanhas, uma vez que sao alimentos ricos em macronutrientes, vitaminas
e minerais, além de importantes fontes de compostos bioativos. O consumo
regular de castanhas como parte de uma alimentacdo equilibrada é
frequentemente associado a reducado do risco de doencas cardiovasculares,
diabetes tipo 2 e outras enfermidades correlatas. A génese destas doencas
pode estar relacionada a um padrao alimentar caracterizado pelo consumo
de alimentos com elevados teores de acgUcares, acidos graxos saturados e
acidos graxos trans (dieta ocidental ou dieta de cafeteria). O presente
trabalho objetivou avaliar o efeito do consumo de castanha de sapucaia no
metabolismo de ratos alimentados com dieta normal e dieta de cafeteria.
Foram utilizados ratos wistar machos, tratados durante 4 semanas com dieta
AIN-93G acrescida ou ndo de castanha de sapucaia, e com dieta de
cafeteria, acrescida ou ndo de castanha de sapucaia. Foram mensurados
semanalmente as concentracdes sanguineas de glicose, colesterol total,
HDL-colesterol e triacilglicerois. Além disso, o acumulo de lipidios no tecido
hepético foi avaliado histologicamente. Foi observado que a adicdo de
castanha de sapucaia a dieta normal, durante 4 semanas, ndo alterou
significativamente os parametros bioquimicos e histolégicos avaliados. Em
relacdo a dieta de cafeteria, a adicdo de castanha de sapucaia foi benéfica,
uma vez que reduziu significativamente as concentracdes séricas de glicose
e de colesterol total, além de aumentar as concentracdes séricas de HDL-
colesterol. Em relacdo aos parametros histoldgicos, a adicdo da castanha de
sapucaia ndo provocou alteracdes significativas no tecido hepatico dos

animais alimentados com dieta normal ou dieta de cafeteria.
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1. Introducéo

As castanhas sdo alimentos ricos em acidos graxos insaturados,
vitaminas antioxidantes e compostos bioativos. O consumo regular de
castanhas tem sido frequentemente associado a reducdo do risco de
doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2, e outras enfermidades
associadas a processos inflamatorios crénicos (Doencas Cronicas Nao
Transmissiveis — DCNT) (Jiang et al., 2006; Alexiadou et al, 2011; Kendall et
al, 2011; Russo et al., 2012; Vadivel et al, 2013; Mitjavila et al., 2013;). Esta
associacao surgiu apos observacdes e estudos realizados nas populacoes
que ingerem a dieta do Mediterraneo, a qual inclui um grupo variado de
oleaginosas como alimentos de consumo regular. Observou-se que nestas
populacdes, a prevaléncia de DCTN era particularmente menor do que em
outras regides do mundo (Casas-Agustench et al, 2011; Upi-Sarda et al,
2012; Mitjavila et al.,, 2013). Entre os beneficios associados a dieta do
Mediterraneo, estdo a reducdo das concentracdes séricas de colesterol total
e LDL colesterol, o aumento da concentracdo sérica do HDL colesterol,
melhora da resisténcia a insulina e reducdo de marcadores inflamatorios
associados as DCNT (Carvalho et al., 2012; Kesse-Guyot et al., 2012; Upi-
Sarda et al, 2012; Mitjavila et al., 2013).

De maneira geral, além das castanhas, fazem parte da dieta do
Mediterraneo alimentos fontes de &cidos graxos insaturados e compostos
antioxidantes, como azeite de oliva, pescado, frutas vermelhas, frutas secas
(Bonaccio et al., 2013; Zamora-Ros et al., 2013). Este padrdo alimentar
difere consideravelmente da dieta ocidental, uma vez que esta é
caracterizada pelo consumo de alimentos com elevados teores de agUcares,
acidos graxos saturados e acidos graxos trans, além do baixo consumo de
fibras. Contrariando os beneficios associados a dieta do Mediterraneo, o
padrdo alimentar ocidental é cada vez mais associado ao aumento do risco
de ocorréncia de DCTN (Novello et al., 2008; Ferreira, 2010; Llorente-Cortés
et al., 2010; Fett et al., 2010).

Recentemente, modelos experimentais tém simulado os efeitos da

dieta ocidental em animais. Dietas hipercaloricas e hiperlipidicas, dieta
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ocidental, dieta de cafeteria ou do tipo fast food sdo capazes de induzir
fatores de risco para DCNT, como obesidade, alteracdes no perfil lipidico e
inflamacéo, em modelos experimentais (Kretschemer et al., 2005; Burneiko
et al., 2006). Essas dietas, além do valor aumentado de energia, tém baixo
valor nutritivo por serem ricas em carboidratos e lipidios (Kretschemer et al.,
2005; Scoaris et al., 2010).

A castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) € uma castanha
nativa do Brasil, pertencente a familia Lecythidaceae, originaria de regides
de Floresta Pluvial Atlantica. A arvore de sapucaia € de grande porte,
podendo atingir cerca de 20 a 40 metros de altura. Seus frutos séo pesados
e resistentes, produzindo uma média de 20 castanhas por fruto. Um
quilograma destas sementes fornece aproximadamente 180 sementes e
pode substituir, em igualdade de condicbes, as nozes, améndoas ou
castanhas comuns, prestando-se como ingrediente para a culinaria em geral.
Atualmente, os maiores consumidores de castanhas de sapucaia ainda sao

0s animais, principalmente morcegos e macacos. (Lorenzi, 1995).

Estudos anteriores realizados com as améndoas da sapucaia
revelaram teores lipidico e proteico um pouco maiores do que os da
castanha-do-brasil, variando entre 61 e 66%, e de 19,6 a 20,5%,
respectivamente. O perfil de acidos graxos mostra elevado teor de &cidos
graxos poli-insaturados, principalmente o acido linoléico (em meédia 47%
enquanto a castanha-do-para possui em média 21%), um acido graxo
essencial. Em relagcdo aos minerais, andlises de castanhas de sapucaia
coletadas no estado do Piaui, demonstraram valores também superiores aos
da castanha-do-para para célcio, potassio, magnésio, cobre e manganés.
Quanto as vitaminas, as castanhas de sapucaia nativas do estado de S&o
Paulo destacam-se pelo teor elevado de vitamina C e riboflavina em relacao
a castanha-do-para. (Vallilo et al., 1999; UNICAMP, 2006; Denadai et al.,
2007; Souza et al., 2008; Yang, 2009).

As castanhas de sapucaia utilizadas no presente trabalho foram

coletadas na regido da Zona da Mata do estado de Minas gerais e
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apresentam a seguinte composicado centesimal: 54,8% de lipidios; 26,82%
de proteinas; 5,01% de carboidratos; 3,17% de cinzas e 10,2% de umidade.
Quanto ao perfil lipidico, 43,1% sao acidos graxos polinsaturados, 41,7%
acidos graxos monoinsaturados e 15,2% acidos graxos saturados. Os
minerais fésforo, magnésio e manganés se destacam pelos elevados teores,
941; 343 e 4,8 mg. 100-1, respectivamente (Carvalho et al., 2012)

Considerando o0s potenciais beneficios a saude, associados ao
consumo de castanhas, sobretudo nos fatores de risco para DCNT, o
presente estudo avaliou os efeitos da adicdo de castanha de sapucaia as
dietas normal e de cafeteria, sobre parametros bioquimicos sanguineos e

histoldgicos, em ratos.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais e Desenho Experimental

Foram utilizados 96 ratos albinos machos da espécie Rattus
novergicus, linhagem Wistar, com 30 dias de idade, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os animais foram
mantidos em 4 tempos diferentes: 1 semana, 2 semanas, 3 semanas e 4
semanas. Em cada tempo os animais foram distribuidos em 4 grupos de 6
animais, os quais receberam dietas normal (AIN93-G) e de cafeteria,
acrescidas ou nao de castanha de sapucaia, conforme detalhado na Tabela
1.

Tabela 1: Tempos de tratamentos, grupos experimentais e tratamentos.

Tempo de Tempo (T) e Grupo (G) Tratamento

tratamento
T1-G1 Dieta AIN93-G

1 semana T1-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T1-G3 Dieta de Cafeteria
T1-G4 Dieta de Cafeteria + castanha
T2-G1 Dieta AIN93-G

2 semanas T2-G2 Dieta AIN93-G + castanha
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T2-G3 Dieta de Cafeteria

T2-G4 Dieta de Cafeteria + castanha
T3-G1 Dieta AIN93-G

3 semanas T3-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T3-G3 Dieta de Cafeteria
T3-G4 Dieta de Cafeteria + castanha
T4-G1 Dieta AIN93-G

4 semanas T4-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T4-G3 Dieta de Cafeteria
T4-G4 Dieta de Cafeteria + castanha

Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas (Laboratorio
de NutricAo Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude - UFV),
mantidas em ambiente controlado, com temperatura entre 22 — 25°C, ciclos
claro-escuro de 12 horas por dia, recebendo dietas e dgua ad libitum.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA/UFJF) — protocolo n°
036/2011 (Anexo ).

2.2. Dietas experimentais

Os animais do G1 receberam dieta AIN-93G (Revees, et al., 1993), e
os animais do G2 receberam a dieta AIN-93G acrescida da castanha de
sapucaia. A densidade calorica destas dietas foi de aproximadamente 3,95
kcal/g, sendo que as duas apresentaram a mesma proporcdo de
carboidratos (62,95%), proteinas (20,0%) e lipidios (17,05%), de acordo com
a rotulagem dos ingredientes (Rhoster®) utilizados na formulacdo da dieta e
a tabela de composicdo de alimentos - Taco (Unicamp, 2006). As dietas
foram preparadas semanalmente e mantidas sob refrigeracdo a 4°C para
evitar a oxidagdo. A composicdo das dietas experimentais AIN-93 esta
detalhada na Tabela 2.
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Tabela 2: Composicdo das dietas AIN-93G e AIN-93G acrescida de
castanha de sapucaia.

Dieta AIN-93G
Ingrediente Dieta AIN-93G +
Castanha de sapucaia

Caseina (81,50%) 200,00 g 192,20 g
Amido Dextrinizado 132,00 g 132,00 g
Sacarose 100,00 g 100,00 g
Oleo de soja 70,00 g 54,00 g
Celulose microcristalina 50,00 g 50,00 g
Mistura mineral 35,00 g 35,00 g
Mistura de vitaminas 10,00 g 10,00 g
L-Cistina 3,009 3,009
Colina 25009 250¢9
Castanha de sapucaia - 29,40 g
Amido de milho g.s.p. 1.000 g g.s.p. 1.000 g
Densidade caldrica 3,95 kcall/g 3,96 kcall/g

Para a inducdo do aumento de peso nos animais foi utilizada uma
dieta do tipo cafeteria, hipercal6rica, manipulada no laboratério. Sua
composicao foi constituida dos seguintes alimentos: paté de presunto, batata
palha, bacon, mortadela, biscoito maisena, achocolatado, leite em pé integral
e racdo comercial nas proporgdes de 2:1:1:1:1:1:1:1. O grupo G3 recebeu
dieta de cafeteria e o grupo G4 recebeu a dieta de cafeteria acrescida de
castanha de sapucaia. Baseando-se em um cosumo humano habitual de 3
(trés) castanhas por dia, foram realizados calculos para simular este padréo
de ingestdo nos animais, a partir de informacdes nutricionais da castanha de
sapucaia obtidas no presente estudo (Carvalho et al.,, 2012). Para estes
calculos, foi utilizada a referéncia de um individuo adulto, do sexo masculino,
de peso corporal de 70 kg, recebendo 2000 kcal por dia. Foram usadas as

seguintes informacdes:

= 3 castanhas = 15 g = 93,08 kcal, que equivalem a 4,65% de 2000
kcal.

Portanto, o consumo de 15 g de castanha de sapucaia por dia

corresponde a 4,65% do valor energético total (VET) de uma dieta de 2000
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kcal. A partir desta informacédo, a dieta de cafeteria do grupo G4 foram

adicionados 5,22 g de castanha de sapucaia por 100 g de dieta.

A composi¢cdo em macronutrientes da dieta de cafeteria, acrescida ou
nao de castanha, foi de aproximadamente 31,34% de carboidratos, 9,82%
de proteinas e 58,84% de lipidios, e suas densidades calo6ricas foram de

6,91 e 6,94, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Composicdo das dietas de Cafeteria e Cafeteria acrescida de
castanha de sapucaia.

Dieta de Cafeteria

Ingrediente Dieta de Cafeteria +
Castanha de Sapucaia

Paté de presunto 222,22 g 215,7 g
Batata palha 111,11 g 104,61 g
Bacon 111,11 g 104,61 g
Mortadela 111,11 g 104,61 g
Biscoito maisena 111,11 ¢ 104,61 g
Achocolatado 111,119 104,61 g
Leite em pé integral 111,11 g 104,61 g
Ragéo comercial 111,11 g 104,61 g
Castanha de sapucaia - 52,2 ¢
Densidade calorica 6,94 kcallg 6,92 kcall/g

2.3. Ganho de peso e Consumo Alimentar

O ganho de peso foi avaliado registrando-se o peso de todos os
animais no inicio do experimento e ao final de cada semana de tratamento.
O consumo alimentar foi avaliado diariamente pela diferenca entre a

reposicao e a sobra de dieta no comedouro das gaiolas.

2.4. Andlises Bioguimicas séricas

Ao final de cada tempo, apos jejum de 12 horas, os animais foram

eutanasiados sob anestesia com quetamina (25 mg/Kg IM) e xilazina (2
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mg/Kg IM). Neste momento foram coletados sangue, figado e tecido adiposo

(gordura epididimal, retroperitoneal e visceral).

Para realizacdo das analises bioquimicas sanguineas, o sangue foi
centrifugado a 1000g durante 10 minutos para obtencdo do soro. As
dosagens séricas foram realizadas em analisador automético BS-200,
utilizando-se Kits Bioclin® especificos para colesterol total, glicose, colesterol

HDL, glicose e triacilglicerais.

2.5. Morfometria Hepatica

Para as andlises morfométricas do tecido hepatico, os figados
retirados foram pesados e, em seguida, fragmentos foram fixados em formol
a 10% V/V tamponado. Apds 24 horas, os fragmentos foram desidratados
em série crescente de alcodis de 70 a 100%, diafanizados em xilol e
incluidos em parafina histoldgica. Em seguida foram feitos cortes de 5 um de
espessura corados com hematoxilina e eosina (HE). Dez campos aleatorios
em cada corte histolégico foram fotografados para identificagdo do

fragmento e posteriores analises morfométricas.

2.6. Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
Sigma Plot, versdo 11.0. Foi realizada analise descritiva dos dados e testes
de comparacédo de grupos independentes, entre os tratamentos. Para avaliar
a diferenca entre os grupos, as medias foram comparadas pelo teste de
Tukey, com nivel de significancia <0,05.
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3. Resultados

3.1. Ganho de peso e Consumo alimentar

As tabelas 4, 5, 6 e 7 apresentam os dados de ganho de peso e de
consumo alimentar dos grupos experimentais tratados durante 1, 2, 3 e 4

semanas respectivamente.

Tabela 4: Pesos e consumos de dietas de ratos Wistar tratados com dietas
AIN-93G e cafeteria, acrescidas ou ndo de castanha de sapucaia durante
1 semana.

Peso dos animais (g) Consumo

Grupo Inicial Final Ganho diario por

animal (g)
Gl 95,48+2,30 2 138,83+11,01 2 43,35+13,04 2 26,70+7,98 2
G2 99,87+3,90 2 148,50+£10,36 2 48,63+12,72 2 26,27+6,60 ?
G3 100,30+2,19 2 146,67+£13,02 2 46,37+ 6,772 27,544,732
G4 98,11+4,01 2 147,504£10,31 2 49,39+ 8,312 24,31+5,28 °

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de
Tukey de Mann-Whitney, p < 0,05). G1: dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G + castanha de
sapucaia; G3: dieta de cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de sapucaia.

Tabela 5: Pesos e consumos de dietas de ratos Wistar tratados com dietas
AIN-93G e cafeteria, acrescidas ou ndo de castanha de sapucaia durante
2 semanas.

Peso dos animais (g) Consumo

Grupo Inicial Final Ganho diario por

animal (g)
Gl 101,06+3,03 ° 196,16+17,412 95,10+19,892  26,60+7,02°
G2 98,32 +2,96 ¢ 195,17+19,06 2 96,85+16,4623  29,54+4,36 "
G3 99,18 +2,78 @ 197,00+14,322 97,82+14,462  32,73+6,05°
G4 98,68 +1,98 * 193,00+15,99% 94,32+11,862  25,40+512"

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de
Tukey de Mann-Whitney, p < 0,05). G1: dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G + castanha de
sapucaia; G3: dieta de cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de sapucaia.

Tabela 6: Pesos e consumos de dietas de ratos Wistar tratados com dietas
AIN-93G e cafeteria, acrescidas ou ndo de castanha de sapucaia durante
3 semanas.

Peso dos animais (g) Consumo

Grupo Inicial Final Ganho diério por

animal (g)
G1 98,23+2,58 ° 227,50410,75% 129,27+12,752 32,26+9,26 %
G2 98,73+1,95° 236,30+15,342 137,60+16,62 @ 30,60+8,35?
G3 95,30+3,45 ° 241,17425,312 145,87+28,44 2 29,04+6,44 °
G4 93,97+3,97 ° 238,83+39,082 144,86+43,04 2 27,80+6,15 °

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de
Tukey de Mann-Whitney, p < 0,05). G1: dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G + castanha de
sapucaia; G3: dieta de cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de sapucaia.
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Tabela 7: Pesos e consumos de dietas de ratos Wistar tratados com dietas
AIN-93G e cafeteria, acrescidas ou ndo de castanha de sapucaia durante
4 semanas.

Peso dos animais Consumo

Grupo Inicial Final Ganho diario por

animal (g)
G1 95,73+ 3,76 % 248,00+10,59° 152,27+12,49° 26,56+ 6,24 °
G2 94,78+ 2,532 255,67+ 9,35° 160,89+ 8,14° 30,21+ 7,232
G3 95,33+ 2,77 % 282,00+22,402 186,67+26,88% 32,62+ 9,39 °
G4 100,95+1,79 ° 288,33+12,982 187,38+11,54% 32,21+ 5,06 °

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de
Tukey de Mann-Whitney, p < 0,05). G1: dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G + castanha de
sapucaia; G3: dieta de cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de sapucaia.

Foi observado um ganho de peso significativo apenas na quarta
semana de tratamento, nos grupos que receberam dieta de cafeteria com e
sem castanha de sapucaia. Este dado demonstra que a dieta de cafeteria
administrada pelo periodo de 4 semanas foi eficaz em elevar o peso dos
animais, sugerindo ser este o periodo minimo para que haja aumento de
peso significativo em ratos alimentados com dieta de cafeteria de

composicao semelhante a do presente trabalho.

Em relacdo ao consumo alimentar, foi observado aumento
significativo somente na segunda semana de tratamento no grupo
alimentado com dieta de cafeteria. J& na quarta semana de tratamento, o
grupo que recebeu dieta AIN-93G apresentou consumo significativamente
menor em relacdo aos demais grupos. Os demais grupos e tempos de
tratamento ndo apresentaram alteracdes significativas no padrédo de

consumo alimentar.

3.2. Parametros Bioguimicos

As concentracgdes séricas de glicose, colesterol total, HDL-colesterol e
triacilglicerois avaliadas durante as 4 semanas de experimento estdo

representadas na tabela 8.
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Tabela 8: Concentracdes séricas de glicose (mg/dL), colesterol total
(mg/dL), HDL colesterol (mg/dL) e triacilgliceréis (mg/dL) dos grupos (G) de
animais que consumiram, durante 4 semanas, dietas normal e de cafeteria,

com e sem castanha de sapucaia.

Tempo e Parametro bioquimico
Tratamento Glicose Colesterol HDL-c Triacilglicerdis
total
1 semana

G1.1 99,7 +14,0° 783+106° 288+222% 592+16,1°"
G2.1 105,7 +105¢ 81,1+10,3° 286+2,7°% 753+3,1°%
G3.1 139,7+145% 990+1562% 265+3,12% 1147+11,2°%
G4.1 1296 +8,1°" 953+12,8% 287+412% 84,0+18,3%

2 semanas
G1.2 1186 +4,7°" 647+41° 287+452% 80,7+124°%
G2.2 124,1+3,6°" 73,7+25° 281+17?% 735+18,11°%
G3.2 133,1+1,1°2 95,3+16,8% 26,3+2,0%2 923+4,1°%
G4.2 123,2+3,6°" 753+32° 260+142% 695+129°

3 semanas
G1.3 133,3+6,6 2 723+92° 285+23% 745+146°%
G2.3 133,7+10,42 883+141° 293+072% 781+101°2
G3.3 137,1+ 4,92 943+1422% 225+17” 81,0+16,12
G4.3 121,3+8,3°" 71,0+11,7° 226+15° 772+131°2

4 semanas
Gl.4 1277+15°" 762+25°% 293+213% 883+75°2
G2.4 123,1+4,3°" 766+15° 323+11% 80,7+83%2
G3.4 136,1+19,1% 923+472% 253+15° 98,1+2,12
G4.4 123,3+25°" 787+1,1° 31,0+3,71°% 857+5,12

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de
Tukey de Mann-Whitney, p<0,05); *p<0,001. G1:. dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G +
castanha de sapucaia; G3: dieta de cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de

sapucaia.

A figura 1 apresenta os graficos de evolucdo dos parametros

bioquimicos nos diferentes grupos de tratamento, no decorrer das 4

semanas experimentais.
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Figura 1: Evolucdo das concentracdes plasmaticas dos parametros
bioquimicos glicose (A), colesterol total (B), HDL-colesterol (C) e
triacilglicerois (D), em ratos tratados com dieta AIN-93G (G1); Dieta AIN-93G
+ castanha de sapucaia (G2); Dieta de cafeteria (G3); dieta de cafeteria +
castanha de sapucaia (G4).
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Em relacdo as concentracdes séricas de glicose e de colesterol total,
observa-se que a dieta de cafeteria provocou um aumento significativo, o
qual foi mantido durante o experimento. A adi¢cdo de castanha de sapucaia a
dieta de cafeteria alterou positivamente as concentracdes destes parametros
sanguineos, uma vez que, as concentracdes seéricas de glicose e colesterol
total no G4 foram estatisticamente iguais aos grupos que receberam dieta
AIN-93G (G1 e G2), durante as quatro semanas de experimento.

As concentracfes séricas de HDL-colesterol (HDL-c) foram
estatisticamente menores no grupo que recebeu dieta de cafeteria a partir da
terceira semana de experimento. Nota-se que a adicdo de castanha de
sapucaia a dieta de cafeteria provocou alteracdes positivas em relacdo a
este pardmetro, uma vez que, apdés uma queda de sua concentracao
observada em G4 na terceira semana, na quarta semana as concentracoes
séricas de HDL-c voltaram a aumentar, igualando-se novamente aos grupos
G1 e G2. E importante ressaltar que, na quarta semana experimental, 0s
grupos que receberam castanha de sapucaia (G2 e G4) apresentaram
concentracbes séricas de HDL-c especialmente maiores em relacdo aos

demais.

Em relagcdo aos valores encontrados para triacilgliceréis, observou-se
uma reducado significativa em suas concentracées nos grupo G1 e G4 na
primeira € na segunda semana de experimento, respectivamente. Nos
demais tempos avaliados n&o houve alteragGes significativas em relacdo a

este parametro.

3.3. Histomorfometria Hepatica

Na analise histomorfométrica do tecido hepético, foram quantificados
hepatocitos com e sem depdsito de lipidios, e sinusoides (Figuras 2 e 3),
cujas proporcdes avaliam quantitativamente estes constituintes do 6rgdo. Os

resultados estdo expressos na Tabela 9.
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Figura 2: Tecidos hepaticos de animais tratados com dieta AIN-93G (G1) e
dieta AIN-93G + castanha de sapucaia (G2) durante 4 semanas (T1, T2, T3
e T4). Setas indicam hepatécitos normais (1) e sinuséides (2). Aumento de
200X — HE.
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Figura 3: Tecidos hepaticos de animais tratados com dieta de cafeteria (G3)
e dieta de cafeteria + castanha de sapucaia (G4) durante 4 semanas (T1,
T2, T3 e T4). Setas indicam hepatdcitos normais (1), sinusoéides (2) e
hepatdcitos com depdésito de lipidios (3). Aumento de 200X — HE.
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Observa-se na figura 2 que o tecido hepatico dos animais alimentados
com dieta de cafeteria, com ou sem castanha de sapucaia, apresenta um
grande acumulo de goticulas lipidicas em seu citoplasma, conforme indicado

pelas setas acompanhadas do namero “3”.

Especialmente na terceira e na quarta semana do experimento,
observa-se o aumento dos depositos de lipidios nos hepatoécitos dos animais
dos grupos que receberam dieta de cafeteria acrescida ou ndo de castanha

de sapucaia.

Tabela 9: Histomorfometria percentual (média + desvio padrdo da média) de
elementos do parénquima lobular (hepatécitos com e sem depoésitos de
lipidios, sinusoides) de figado de ratos alimentados durante 4 semanas com
dietas AIN-93G e de cafeteria, acrescidas ou ndo de castanha de sapucaia.

Tempo e Parénquima Lobular
Tratamento Hepatdcitos sem Hepatdcitos com Sinusoides
depdsito de lipidios depésito de (%)
(%) lipidios (%)

1 semana
Gl.1 90,07 + 1,27 @ 0,00 ¢ 10,33+ 1,96 ¢
G2.1 90,03 + 0,40 @ 0,00 ¢ 9,93+0,37°¢
G3.1 80,23 + 0,28 " 6,37 +0,70 ¢ 13,27 + 0,40 °
G4.1 82,37+1,51°" 4,43+ 0,50 € 13,27 £ 0,23 °

2 semanas
Gl1.2 88,96 + 0,60 @ 0,00 + ¢ 10,93 + 0,60 °
G2.2 87,73+1,602 0,00 + ¢ 12,17 +1,60°
G3.2 81,76 +1,02° 5,57 +0,70 ¢ 12,56 + 1,26 °
G4.2 79,93 +1,27° 5,03 +2,04° 14,63+ 1,05°

3 semanas
G1.3 88,87 + 0,66 2 1,07 +0,68 ¢ 10,03+ 0,61 ¢
G2.3 87,03+1,22% 1,30 + 0,26 ¢ 11,23 +2,70°
G3.3 75,50 + 4,73 P 12,53 +1,12° 12,97 + 0,25 P
G4.3 74,47 + 0,90 ° 11,97 +3,35° 12,67 +1,74°

4 semanas
Gl.4 86,47 +2,102 1,60 + 0,69 ¢ 12,43 + 2,06 °
G2.4 86,10+ 0,722 1,70+ 0,45 ¢ 12,06 + 0,97 P
G3.4 51,70 + 1,25 °© 29,43+ 0,61 % 18,76 + 1,25 2
G4.4 54,03 +2,32°¢ 27,27 +0,63 2 17,53 +2,102

Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de
Tukey de Mann-Whitney, p < 0,05). G1: dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G + castanha de
sapucaia; G3: dieta de cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de sapucaia.
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O grupo que recebeu dieta AIN-93G acrescida de castanha de
sapucaia nao apresentou alteracdes significativas em relagédo ao grupo que
recebeu somente dieta AIN-93G, indicando que a adicdo desta castanha a
dieta normal, nas quantidades utilizadas no presente trabalho, ndo alteraram
o acumulo de lipidios no figado dos ratos. Nos animais tratados com dieta de
cafeteria, com e sem castanha de sapucaia, especialmente na terceira e na
guarta semana de experimento, foi observado acumulo significativo de

gordura no tecido hepatico.

A figura 4 representa a evolugédo dos parametros histomorfométricos

hepaticos avaliados durante as quatro semanas de experimento.
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Figura 4: Evolucdo dos parédmetros histomorfométricos hepéticos de ratos
tratados com diferente dietas (A), hepatdcitos com deposito de lipidios (B), e
sinusébides (C) dieta AIN-93G (G1), dieta AIN-93G + castanha de sapucaia
(G2); dieta de cafeteria (G3); dieta de cafeteria + castanha de sapucaia (G4).
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4. Discussao

Numerosos estudos clinicos tém sido realizados, especialmente nas
ultimas duas décadas, com objetivo de avaliar o efeito do consumo de
castanhas sobre o metabolismo de lipidios, glicose e lipoproteinas
sanguineas, considerados importantes fatores de risco para doencas
cardiovasculares e enfermidades associadas, como diabetes mellitus e
outras DCNT. Tais pesquisas ganharam for¢a ap0s observactes de estudos
epidemiologicos, os quais associaram efeitos benéficos do consumo de
castanhas a reducdo do risco de diferentes DCNT. E importante ressaltar
que, tanto estudos clinicos quanto epidemiolégicos sobre o consumo de
castanhas, tém demonstrado resultados favoraveis em diferentes grupos
avaliados, como diferentes populagbes, homens e mulheres de diferentes
idades, diferentes tipos de dietas, portadores ou ndo de algum tipo de
enfermidade associada ao metabolismo lipidico ou outras DCNT (Kocyigit et
al., 2006; Tapsell et al., 2004; Strunz et al., 2008; Alexiadou et al., 2011;
Casas-Augustench et al., 2011; Fernandes, 2011; Kendall et al.,, 2011;
Cominetti et al., 2012; Russo et al., 2012; Vadivel et al., 2012; Nergiz-Unal et
al., 2013).

Com o intuito de se detalhar um pouco mais 0os mecanismos de acao
do consumo de castanhas sobre o metabolismo, estudos com animais,
especialmente camundongos e ratos, tém sido extensivamente realizados,
uma vez que estes modelos permitem procedimentos relativamente mais

invasivos em relacédo aos estudos com humanos.

Nesse contexto, diversos modelos genéticos de obesidade, como
camundongos ob/ob, camundongos db/db, rata Zucker fa/fa, rato amarelo
(agouti), entre outros, tém contribuido significativamente para o
entendimento de mecanismos genéticos e fisioldgicos envolvidos na
patogénese da obesidade e suas enfermidades correlatas (Marques-Lopes
et al., 2004, Kennedy et al.,, 2010). Outro modelo de obesidade muito
utilizado se baseia na inducdo da obesidade via dieta, também conhecido

como modelo de obesidade exdgena, isto €, induzida exogenamente pela
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dieta. Tradicionalmente, estes modelos consistem em dietas de elevado teor
de gorduras e calorias (High-Fat Diets - HFD) quando comparadas as dietas
controle (Kennedy et al., 2010; Sampey et al., 2011).

Recentemente, uma variacdo dos modelos experimentais de
obesidade exdgena tem ganhado destaque, a denominada dieta de cafeteria
(CAF). Tal modelo tem sido reconhecido por reproduzir com mais acuracia a
dieta consumida em muitos paises ocidentais, caracterizada em parte por
alimentos altamente palataveis, com elevados teores de sédio, gorduras e
acucares, baixo teor de fibras e alta densidade calérica. Este padrao
alimentar € cada vez mais associado como sendo um fator de risco para o
desenvolvimento da obesidade e outras DCNT, como sindrome metabdlica,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares,
dislipidemias, entre outras. A CAF promove hiperfagia voluntaria nos
animais, o que resulta rapidamente em ganho de peso, aumento o
percentual de gordura corporal, especialmente gordura abdominal, elevacéo
das concentragcbes de lipoproteinas e lipidios sanguineos, alteracbes em
parametros pré-diabéticos (glicose e tolerancia a insulina), acumulo anormal
de lipidios no figado, entre outras alteracfes (Heyne et al., 2009; Shafat et
al., 2009; Sampey et al., 2011). Por estas razdes, 0 presente trabalho optou
por utilizar o modelo CAF para induzir modificacbes metabdlicas nos
animais, com intuito de verificar o efeito do consumo de castanha de

sapucaia sobre tais alteragoes.

De acordo com os resultados encontrados para 0S parametros
bioquimicos, a adicdo de castanha de sapucaia a dieta AIN-G93 e a dieta de
cafeteria  promoveu efeito significativamente benéfico em relacdo as
concentragcbes de glicose, colesterol total e de HDL-c, especialmente na
quarta semana de experimento. Varias pesquisas relatam o efeito benéfico
do consumo habitual de castanhas sobre as concentracdes de glicose e o

perfil lipidico sanguineo, tanto em modelos animais quanto em humanos.

Nergiz-Unal et al. (2013) avaliaram o efeito do consumo de nozes
sobre o metabolismo lipidico de camundongos Apoe™, e, apds 8 semanas

de tratamento, observaram reducdes de 36% e 23% nas concentracdes
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plasmaticas de triacilglicerdis e colesterol total, respectivamente, no grupo
suplementado com nozes em relagdo ao grupo que recebeu dieta controle

com elevada concentracdo de gordura (“high fat control group”).

Casas-Augustench et al. (2010) avaliaram o efeito da adicdo de um
mix de castanhas (15 g de nozes; 7,5 g de améndoas e 7,5 g de avelas) a
dieta habitual de individuos portadores de sindrome metabdlica, durante 12
semanas. Ao final do experimento, foi verificada uma reducéo significativa
nas concentracdes de insulina de jejum (p<0,05) e a melhora da resisténcia
a insulina (p<0,05), avaliada através do indice de HOMA.

Em trabalho realizado com individuos saudéaveis e individuos
portadores de diabetes mellitus do tipo 2, Kendall at al. (2011) avaliaram o
resultado da ingestdo de uma mistura de castanhas (améndoas,
macadamias, nozes, pistaches, avelas e pecas, em iguais propor¢cdes), em
trés doses diferentes (30, 60 e 90 g) sobre os parametros de resposta
glicémica. As trés doses do mix de castanhas testadas foram eficazes em
reduzir significativamente (p<0,001) a resposta glicémica relativa, em
comparagao aos grupos controle que ingeriram pao branco, tanto os

normoglicémicos quanto os diabéticos.

Tapsell et al. (2006) estudaram o efeito da inclusdo de 30 g nozes a
dieta habitual de individuos diabéticos do tipo Il, durante 6 meses. Os
pesquisadores concluiram que esta modificacdo na dieta melhorou o perfil
lipidico, com aumento significativo das concentracdes plasmaticas de HDL-

colesterol (p<0,05).

Kocyigit et al. (2006) avaliaram a adicdo de pistache a dieta habitual
de homens e mulheres saudaveis, durante 3 semanas. Ao final do periodo
experimental, verificaram reducdo nas concentracbes plasmaticas de
colesterol total (p<0,05), de LDL-colesterol e de triacilgliceréis, enquanto as

concentracoes de HDL-c foram significativamente aumentadas (p<0,001).

A capacidade das castanhas e outras oleaginosas em modular
parametros bioquimicos relacionados as DCNT, como glicose e perfil lipidico

sanguineo, se deve, em parte, ao seu perfil nutricional. Devido a sua
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composicdo Unica, que mescla macro e micronutrientes com compostos
bioativos, o consumo frequente de castanhas esta relacionado a redugéo do
risco de algumas DCNT, como sindrome metabdlica, doencas
cardiovasculares e diabetes tipo 2 (Jiang et al., 2006; Jenkins et al., 2008;
Freitas et al., 2010).

Particularmente em relacdo aos efeitos benéficos do consumo de
castanhas sobre o perfil lipidico sanguineo, um mecanismo proposto esta
relacionado aos fistosterdis. Sugere-se que a melhora do perfil lipidico
aconteca em funcdo da estrutura molecular dos fitosterdis, que por ser
semelhante a do colesterol, competem com as moléculas de colesterol pela
incorporacdo nas micelas mistas de absorcdo no trato intestinal (Marangoni
e Poli, 2010; Plat e Mesinki, 2005).

Apesar de ser crescente o numero de estudos que avaliam o efeito do
consumo de castanhas sobre parametros bioquimicos sanguineos
relacionados as DCNT, ndo foram encontrados, até o momento, trabalhos
publicados na literatura cientifica que avaliem os efeitos da adicdo da

castanha de sapucaia no metabolismo humano ou animal.

Em relacdo ao estudo histomorfométrico do figado, foi observado um
acumulo significativo de gordura no tecido hepatico dos animais tratados

com dieta de cafeteria, acrescida ou ndo de castanha de sapucaia.

Segundo Weibel et al. (1969), os dados morfométricos fornecidos pela
microscopia de luz em figados de ratos normais demonstram que, em média,
96% do volume hepatico do rato é constituido pelo parénquima lobular, isto
€, pelos hepatdcitos normais, sinusoides, espacos de Disse e canaliculos
biliares, enquanto os 4% restantes constituem o estroma nao lobular, ou
seja, bainhas perivasculobiliares, ramos da artéria hepatica, ramos da veia

porta e ductos biliares que constituem os espacos portas.

Os resultados encontrados nos grupos G1 e G2 estdo em acordo com
os dados da literatura para figados normais de ratos. J& 0S grupos
alimentados com dieta de cafeteria, com ou sem castanha de sapucaia (G4

e G3), apresentaram acumulo de goticulas lipidicas nos hepatocitos.
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O consumo alimentar em excesso pode levar a uma condicédo
conhecida como adiposidade, caracterizada por um acumulo excessivo de
gordura corporal localizada ou em regides especificas. Tal condicdo pode
levar, com frequéncia, a desequilibrios em diversos tecidos no organismo
(Barroso et al.,, 2002). Nesse contexto, o figado atua como um 6érgéo
essencial para a manutencdo da homeostase metabdlica, indicando o que
sera utilizado, armazenado ou descartado (Klover et al., 2004). Por esta
razao, o tecido hepético passa por inimeras adaptacdes em decorréncia do
componente ou conjunto de componentes predominantes na alimentacéo,
sejam macronutrientes, vitaminas, minerais, farmacos, entre outros (Guyton,
2002). O consumo de uma dieta com alto teor de lipidios resulta no aumento
da infiltracdo e deposicdo de lipidios no tecido hepatico (Sampey et al.,
2011). Como observado no presente trabalho, o consumo da dieta de
cafeteria, com ou sem castanha de sapucaia, levou a alteracdes visiveis nos
figados, que apresentaram caracteristicas de esteatose hepatica nao
alcodlica, devido a visivel infiltragdo e deposicéo lipidica (MacQueen et al.,
2007). A adicéo de castanha de sapucaia a dieta de cafeteria, portanto, néo
promoveu alteracfes significativas nos parametros avaliados no tecido

hepético.

5. Conclusao

A partir dos resultados encontrados no presente estudo, pode-se
concluir que a adicdo de castanha de sapucaia a dieta normal, na dose
administrada e durante o periodo de 4 semanas, nao alterou
significativamente os parametros bioquimicos e histolégicos avaliados. Em
relacdo a dieta de cafeteria, a adicdo de castanha de sapucaia foi benéfica,
uma vez que reduziu significativamente as concentracdes séricas de glicose
e de colesterol total, além de aumentar as concentracdes séricas de HDL-
colesterol. Por outro lado, a adicdo da castanha de sapucaia ndo provocou
alteracbes significativas no tecido hepatico dos animais alimentados com

dieta de cafeteria, ou seja, nao foi capaz de prevenir, atenuar ou recuperar
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as injurias causadas ao tecido hepatico ap0s a ingestdo desta dieta, no

tempo experimental utilizado.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Fundacédo de
Amparo a Pesquisa do estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e da
Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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Capitulo 4

Efeito da castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) na
modulacdo da expressdo dos marcadores inflamatorios adiponectina e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)) no tecido adiposo de ratos

alimentados com dieta de cafeteria.
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Efeito da castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess.) na
modulacdo da expressdo dos marcadores inflamatorios adiponectina e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) no tecido adiposo de ratos

alimentados com dieta de cafeteria.
Resumo

O papel da alimentacdo na modulacdo do status inflamatério do
organismo estd cada vez mais evidente nos ultimos anos. A redugcdo da
ingestdo de acUcares e de gorduras saturadas e trans, juntamente com o
aumento do consumo de fontes de compostos bioativas, sdo condutas
relacionadas a reducdo na prevaléncia de doencas crénicas néao
transmissiveis. A génese de tais doencas, na maioria das vezes, esta
associada a presenca de um processo inflamatério crénico de baixo grau.
Nesse contexto, destacam-se as castanhas, pois, além de serem alimentos
ricos em macro e micronutrientes, sdo importantes fontes de compostos
bioativos. O presente trabalho avaliou o efeito do consumo de castanha de
sapucaia no metabolismo de ratos alimentados com dieta normal e dieta de
cafeteria. Foram utilizados ratos wistar machos, tratados durante 4 semanas
com dieta AIN-93G acrescida ou ndo de castanha de sapucaia, e com dieta
de cafeteria, acrescida ou nédo de castanha de sapucaia. Foi quantificada,
semanalmente, a expressdo dos genes que codificam os marcadores
inflamatorios adiponectina e fator de necrose tumoral alfa, no tecido adiposo
dos animais. Foi observado que a adicdo da castanha de sapucaia
aumentou a expressao génica de adiponectina no tecido adiposo de ratos
alimentados com dieta normal e dieta de cafeteria. Além disso, a ingestédo de
castanha de sapucaia junto a dieta normal foi capaz de reduzir a expressao

génica do fator de necrose tumoral alfa apés 4 semanas de experimento.
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1. Introducéo

O papel da alimentagdo na modulacdo do status inflamatorio do
organismo esta cada vez mais evidente nos Uultimos anos. Condutas
dietéticas como a reducdo da ingestéo de agucares e de gorduras saturadas
e trans, juntamente com o aumento do consumo de alimentos fontes de
substancias bioativas, com potencial antioxidante e anti-inflamatorio, estao
relacionadas a reducdo na prevaléncia de doencas cronicas néao
transmissiveis (DCNT) como sindrome metabdlica, obesidade, diabetes,
doencas cardiovasculares, hipertensédo, cancer, entre outras (Santos et al,
2006). Estas doencas possuem, na maioria das vezes, uma caracteristica
em comum: sua génese esta associada a presenca de um processo

inflamatério croénico de baixo grau (Ros et al., 2006).

O processo inflamatério, de maneira geral, se caracteriza por um
conjunto de alteracdes bioquimicas, fisiolégicas e imunolégicas do
organismo em resposta a estimulos exdgenos. Esta resposta pode ser
definida como aguda ou crénica. A inflamac¢do aguda ocorre imediatamente
ap0s a agressdo e caracteriza-se por aumento no fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular, recrutamento de leucocitos no local da lesao e
inicio da liberagdo dos mediadores inflamatérios. Caso o estimulo a
inflamacédo seja continuado, desenvolve-se 0 que se chama de inflamacéo
cronica, caracterizada por resposta imune celular e resposta humoral
especifica, sendo muitas vezes um processo assintomatico que se inicia de
maneira silenciosa (Carvalho et al., 2012; Kumar et al., 2004; Bull6 et
al., 2003).

O processo inflamatério que da origem as doencas cronicas €
caracterizado por uma inflamacédo constante e de baixo grau, na qual ha
producdo e manutencdo de niveis elevados de moléculas pré-inflamatérias,
concomitantes a reducdo dos niveis de moléculas que desempenham funcao
anti-inflamatoéria. Nesse contexto, estas moléculas podem funcionar como
marcadores do status inflamatério do organismo e sdo alvos potenciais na
terapia de prevencédo e/ou tratamento das DCNT. Além disso, recentemente

se tem avaliado a capacidade desses marcadores em predizer futuros
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agravos cronicos a saude (Bakker et al., 2010; Volp et al., 2008; Francisco et
al, 2006).

Os efeitos benéficos das castanhas relacionados a processos
inflamatodrios sdo atribuidos a acdo sinérgica de seus acidos graxos e o
contetdo de compostos bioativos (Ros, 2009; Casas-Agustench et al.,
2010). Nesse contexto, o efeito do consumo de castanhas sobre processos
inflamatorios vem sendo avaliado em diversos estudos, tanto em modelo
animal quanto em estudos com humanos, incluindo diferentes grupos
populacionais: pessoas saudaveis, com sobrepeso e obesidade, resisténcia
a insulina e sob risco de doencas cardiovasculares (Orem et al., 2013;
Alexiadou et al., 2011; Casas-Agustench et al., 2009). Assim, € crescente o
namero de pesquisas que utilizam uma abordagem nutrigenémica, isto é,
avaliam o efeito do consumo de castanhas sobre a expressdo de
determinados genes relacionados a proteinas inflamatoérias, em diferentes
tecidos corporais (Bastos, 2009; Ros, 2009).

O Brasil é reconhecido mundialmente pela sua biodiversidade vegetal,
a qual possui centenas de espécies que fornecem castanhas comestiveis.
Apesar disso, o numero de estudos sobre estas castanhas nativas ainda é
muito pequeno, resumindo-se na maioria das vezes, as castanhas de caju
(Anarcadium occidentale L.) e castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa
Kunth). No entanto, as florestas brasileiras possuem indmeras outras
espécies nativas cujos frutos e sementes podem ser utilizados como fontes
de nutrientes, sendo, portanto, de extrema importancia o estudo destas
novas fontes alternativas de alimentos, nutricionalmente ricas e de baixo

custo.

Entre essas espécies nativas encontra-se a sapucaia (Lecythis pisonis
Cambess.). Conhecida como castanha-sapucaia, marmita-de-macaco,
cumbuca-de-macaco ou simplesmente "sapucaia”, esta arvore tem origem
brasileira e é proveniente da Floresta Pluvial Atlantica. A sapucaia € uma
arvore da mesma familia da castanha-do-brasil, a familia Lecythidaceae e

ocorre do Ceara até o Rio de Janeiro (Lorenzi, 1995). As castanhas
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aromaticas e oleaginosas da sapucaia podem ser consumidas cruas,
cozidas ou assadas, constituindo-se em um alimento saboroso (Pantano,
2010).

Estudos realizados com as améndoas da sapucaia L. pisonis
Cambess. revelaram teores lipidico e proteico um pouco maiores do que 0s
da castanha-do-brasil, variando entre 61 e 66%, e de 19,6 a 20,5%,
respectivamente. O perfil de acidos graxos mostra elevado teor de acidos
graxos poli-insaturados, principalmente o &cido linoléico (em meédia 47%
enguanto a castanha-do-para possui em média 21%), um acido graxo
essencial. Em relacdo aos minerais, analises de castanhas de sapucaia
coletadas no estado do Piaui, demonstraram valores também superiores aos
da castanha-do-pard para célcio, potassio, magnésio, cobre e manganés.
Quanto as vitaminas, as castanhas de sapucaia nativas do estado de Sé&o
Paulo destacam-se pelo teor elevado de vitamina C e riboflavina em relacao
a castanha-do-para (Vallilo et al., 1999; UNICAMP, 2006; Denadai et al.,
2007; Souza et al., 2008; Yang, 2009).

As castanhas de sapucaia utilizadas no presente trabalho foram
coletadas na regido da Zona da Mata do estado de Minas gerais e
apresentam a seguinte composicdo centesimal: 54,8% de lipidios; 26,82%
de proteinas; 5,01% de carboidratos; 3,17% de cinzas e 10,2% de umidade.
Quanto ao perfil lipidico, 43,1% sao acidos graxos polinsaturados, 41,7%
acidos graxos monoinsaturados e 15,2% acidos graxos saturados. Os
minerais fésforo, magnésio e manganés se destacam pelos elevados teores,
941; 343 e 4,8 mg.100-1, respectivamente (Carvalho et al., 2012)

Devido aos beneficios a saude associados ao consumo de castanhas,
especialmente sobre parametros inflamatérios e DCNT, o presente trabalho
propde avaliar o efeito da inclusdo de castanha de sapucaia a dieta de ratos
alimentos com dieta normal e dieta de cafeteria, sobre a expressdo dos
genes anti e pro-inflamatorios: adiponectina e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Animais e Desenho Experimental

Foram utilizados 96 ratos albinos machos da espécie Rattus

novergicus, linhagem Wistar, com 30 dias de idade, provenientes do Biotério

Central da Universidade Federal de Vigosa (UFV). Os animais foram

mantidos em 4 tempos diferentes: 1 semana, 2 semanas, 3 semanas e 4

semanas. Em cada tempo os animais foram distribuidos em 4 grupos de 6

animais, os quais receberam dietas normal (AIN93-G) e de cafeteria,

acrescidas ou ndo de castanha de sapucaia, conforme detalhado na Tabela

1.

Tabela 1: Tempos de tratamentos, grupos experimentais e tratamentos.

Tempo de Tempo (T) e Grupo Tratamento
tratamento (G)
T1-G1 Dieta AIN93-G
1 semana T1-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T1-G3 Dieta de Cafeteria
T1-G4 Dieta de Cafeteria +
castanha
T2-G1 Dieta AIN93-G
2 semanas T2-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T2-G3 Dieta de Cafeteria
T2-G4 Dieta de Cafeteria +
castanha
T3-G1 Dieta AIN93-G
3 semanas T3-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T3-G3 Dieta de Cafeteria
T3-G4 Dieta de Cafeteria +
castanha
T4-G1 Dieta AIN93-G
4 semanas T4-G2 Dieta AIN93-G + castanha
T4-G3 Dieta de Cafeteria
T4-G4 Dieta de Cafeteria +

castanha

Os animais foram acondicionados em gaiolas coletivas (Laboratorio

de NutricAo Experimental do Departamento de Nutricdo e Saude - UFV),
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mantidas em ambiente controlado, com temperatura entre 22 — 25°C, ciclos

claro-escuro de 12 horas por dia, recebendo dietas e agua ad libitum.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (CEEA/UFJF) — protocolo n°
036/2011 (Anexo I).

2.2. Dietas experimentais

Os animais do G1 receberam dieta AIN-93G (Revees, et al., 1993), e
os animais do G2 receberam a dieta AIN-93G acrescida da castanha de
sapucaia. A densidade calorica destas dietas foi de aproximadamente 3,95
kcal/g, sendo que as duas apresentaram a mesma proporcédo de
carboidratos (62,95%), proteinas (20,0%) e lipidios (17,05%), de acordo com
a rotulagem dos ingredientes (Rhoster®) utilizados na formulacdo da dieta e
a tabela de composicdo de alimentos - Taco (Unicamp, 2006). As dietas
foram preparadas semanalmente e mantidas sob refrigeracdo a 4°C para
evitar a oxidacdo. A composicdo das dietas experimentais AIN-93 esta

detalhada na Tabela 2.

Tabela 2: Composicdo das dietas AIN-93G e AIN-93G acrescida de
castanha de sapucaia.

Dieta AIN-93G
Ingrediente Dieta AIN-93G +
Castanha de sapucaia

Caseina (81,50%) 200,00 g 192,20 g
Amido Dextrinizado 132,00 g 132,00 g
Sacarose 100,00 g 100,00 g
Oleo de soja 70,00 g 54,00 g
Celulose microcristalina 50,00 g 50,00 g
Mistura mineral 35,00 g 35,009
Mistura de vitaminas 10,00 g 10,00 g
L-Cistina 3,00 ¢ 3,009
Colina 2,500 2,50 ¢
Castanha de sapucaia - 29,40 g
Amido de milho g.s.p. 1.000 g g.s.p. 1.000 g
Densidade caldrica 3,95 kcall/g 3,96 kcall/g
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Para a inducdo do aumento de peso nos animais foi utilizada uma
dieta do tipo cafeteria, hipercalérica, manipulada no laboratério (CAF). Sua
composicao foi constituida dos seguintes alimentos: paté de presunto, batata
palha, bacon, mortadela, biscoito maisena, achocolatado, leite em pé integral
e racado comercial nas proporcoes de 2:1:1:1:1:1:1:1(Tabela 3). O grupo G3
recebeu dieta de cafeteria e 0 grupo G4 recebeu a dieta de cafeteria
acrescida de castanha de sapucaia. Baseando-se em um cosumo humano
habitual de 3 (trés) castanhas por dia, foram realizados calculos para simular
este padrdo de ingestdo nos animais, a partir de informacdes nutricionais da
castanha de sapucaia obtidas no presente estudo (Carvalho et al., 2012).
Para estes calculos, foi utilizada a referéncia de um individuo adulto, do sexo
masculino, de peso corporal de 70 kg, recebendo 2000 kcal por dia. Foram

usadas as seguintes informacdes:

= 3 castanhas = 15 g = 93,08 kcal, que equivalem a 4,65% de 2000

kcal.

Portanto, o consumo de 15 g de castanha de sapucaia por dia
corresponde a 4,65% do valor energético total (VET) de uma dieta de 2000
kcal. A partir desta informacédo, a dieta de cafeteria do grupo G4 foram

adicionados 5,22 g de castanha de sapucaia por 100 g de dieta.

A composicdo em macronutrientes da dieta de cafeteria, acrescida ou
nao de castanha, foi de aproximadamente 31,34% de carboidratos, 9,82%
de proteinas e 58,84% de lipidios, e suas densidades caloricas foram de
6,91 e 6,94, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3: Composicdo das dietas de Cafeteria e Cafeteria acrescida de
castanha de sapucaia.

Dieta de Cafeteria

Ingrediente Dieta de +
Cafeteria Castanha de
Sapucaia
Paté de presunto 222,22 g 21579
Batata palha 111,11 ¢ 104,61 g
Bacon 111,11 g 104,61 g
Mortadela 111,11 ¢ 104,61 g
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Biscoito maisena 111,11 ¢ 104,61 g

Achocolatado 111,119 104,61 g
Leite em pé integral 111,11 g 104,61 g
Ragé&o comercial 111,11 g 104,61 g
Castanha de sapucaia - 52,2 g
Densidade calorica 6,94 kcall/g 6,92 kcallg

2.3. Andalises da expressdo génica de adiponectina e fator de necrose

tumoral alfa no tecido adiposo por RT- PCR

Ao final de cada tempo experimental, apos jejum de 12 horas, 0s
animais foram eutanasiados sob anestesia com quetamina (25 mg/Kg IM) e
xilazina (2 mg/Kg IM). Neste momento foi coletado o tecido adiposo
abdominal, sendo imediatamente congelado em nitrogénio liquido para
posterior armazenamento em freezer a - 80°C. Os 6 animais que
compunham cada grupo, foram agrupados de 2 em 2 para a extracdo do

MRNA, tendo assim subgrupos com n=3, representativos de 6 animais por

grupo.

O mRNA do tecido adiposo foi extraido utilizando kit SV Total RNA
Isolation System (Promega), conforme instrucdo do fabricante. O RNA total
foi usado para sintese de cDNA usando o Kit MMLV- Reverse Transcriptase
(Invitrogen). A quantificacdo da expressao génica foi realizada por RT-PCR
utilizando o equipamento AB Step One Real Time PCR System (Applied
Biosystem). Foi utilizado o reagente 2X SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystem) obtendo um volume final para cada reacdo de 12,5puL. Os
parametros utilizados na corrida foram 15 min a 95° C e em seguida 40
ciclos de 95° C (15s), 60° C (30s) e 72° C (30s), seguido pela andlise da
curva de Melting. Os iniciadores foram: Adiponectina (Fw-
AATCCTGCCCAGTCATGAAG, Rv- CATCTCCTGGGTCACCCTTA), e TNF-
a (Fw- CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC, Rv- AGCTGCCCCTCAGCTTGA).

A andlise da expressao génica foi realizada em duplicata.
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A quantificacdo da expressdo génica foi calculada em relacdo ao
controle endégeno B-actina (FW-GTGGTGGTGAAGCTGTAGCCACGC, Rv-
CCTCTGAACCCTAAGGCCAACCG).

Os resultados obtidos com a anélise de expressdo dos genes alvo
(adiponectina e TNF-a) e do gene controle endogeno (B-actina) foram
comparados diretamente. A normalizacdo da expressao génica foi feita

através do método 2“7 (Livak & Schmittgen, 2001), onde:

AACT = CT (alvo) — CT (end6geno)

2.4. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software
Sigma Plot, versédo 11.0. Foi realizada andlise descritiva dos dados e testes
de comparacédo de grupos independentes, entre os tratamentos. Para avaliar
a diferenca entre os grupos foi utilizado o teste de Tukey na comparacao de

médias, com nivel de significancia <0,05.

3. Resultados

3.1. Expressdo génica de adiponectina e do fator de necrose tumoral alfa

no tecido adiposo de ratos

A tabela 4 representa os valores de médias + desvio-padrdo de 2747
calculados para os genes adiponectina e TNF-a em todos 0s grupos

tratados por quatro semanas.
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Tabela 4. Média + desvio-padrdo da expressdo génica de adiponectina e
TNF-o em valores de 2*“T em ratos que consumiram, durante 4 semanas,
dietas normal e de cafeteria, com e sem castanha de sapucaia.

Tempo e Tratamento

Adiponectina

TNF - a

(24T (224CT) %1074
1 semana
G1.1 1,49 + 1,59 BP 211+0,3%°
G2.1 5,70 + 2,05 A2 1,07 +0,5°°
G3.1 3,90 + 0,51 A% 1,69 +0,14°
G4.1 3,25+ 1,10 A% 1,36 +0,1°5°
2 semanas
G1.2 0,88 + 0,20 AP 5,99 + 544
G2.2 1,05 +0,18 A° 38,7 +30,6"°
G3.2 0,29 + 0,10 B¢ 176,9 + 11072
G4.2 0,86 + 0,40 *° 127,0 £ 121 7@
3 semanas
G1.3 0,95 + 0,51 B° 13,3 +5,3%°
G2.3 2,19+0,41"° 1,41 +0,1°°
G3.3 0,45+ 0,12 B¢ 2,14 +0,6°°
G4.3 0,74 + 0,35 B° 0,90 + 0,2 P
4 semanas
Gl.4 1,26 + 0,42 AP 0,56 + 0,4B°
G2.4 1,19 + 0,04 BP 0,49 + 0,08°B¢
G3.4 0,33+0,13 ¢ 1,45 +0,37°
G4.4 0,58 +0,11 P 0,52 +0,1°B°

Médias seguidas por diferentes letras mailsculas na coluna e na mesma semana
diferem estatisticamente (Teste de Tukey, p<0,05). Médias seguidas por letras
mindsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de Tukey,
p<0,001).G1: dieta AIN-93G; G2: dieta AIN-93G + castanha de sapucaia; G3: dieta de
cafeteria; G4: dieta de cafeteria + castanha de sapucaia.

Em relacdo a expressdo génica da adiponectina, observa-se que
houve uma queda significativa nos grupos que receberam a dieta de
cafeteria (G3 e G4) a partir da segunda semana até o fim do experimento.
Foi observado que, na comparagdo entre todos os grupos (letras
mindsculas), os animais que receberam CAF + castanha de sapucaia (G4)
apresentaram valores de expressdo de adiponectina estatisticamente
maiores do que os grupos G3 a partir da segunda semana de experimento, e

iguais aos grupos G1 e G2 ao longo de todo o experimento.

A expressdo génica do TNF-a aumentou significativamente somente
na segunda semana de experimento nos grupos G3 e G4, os quais

receberam a dieta de cafeteria. Na quarta semana de tratamento, a

92



expressdo deste gene foi significativamente menor no grupo que recebeu
dieta AIN-93G adicionada de castanha de sapucaia (G2). Na comparacgéo
dos grupos dentro da mesma semana (letras mailsculas), observa-se que
ao final de uma semana de tratamento, a expressédo génica de TNF-a nos
grupos que receberam castanha, G2.1 e G4.1, foi estatisticamente menor
em relacdo aos que ndo receberam castanha na dieta. Comparando-se o0s
grupos dentro da quarta semana de experimento, foi observado que o grupo
que recebeu a CAF (G3.4) apresentou expressdo génica de TNF-a

estatisticamente maior em relagcdo aos demais grupos deste tempo.

Vale ressaltar que, exceto na segunda semana de tratamento, todos
0S grupos que receberam dietas acrescidas de castanha de sapucaia (AIN-
93 ou CAF) apresentaram expressao génica de TNF-o. menor em relagéo
aos demais. Apesar deste resultado ndo ter sido estatisticamente
significativo em todas as comparacoes, pode-se considerar uma tendéncia
da castanha de sapucaia em reduzir a expressao génica de TNF-a no tecido

adiposo.

A figura 1 representa a evolucdo da expressao ¢génica de
adiponectina e TNF-a. nos grupos de tratamento ao longo das 4 semanas de

experimento.

93



Figura 1: Expressdo génica de adiponectina (A) e TNF-a. (B) em valores de
2%2CT em ratos ao longo de 4 semanas. (G1) dieta AIN-93G; (G2) dieta AIN-
93G + castanha de sapucaia; (G3) dieta de cafeteria; (G4) dieta de cafeteria +
castanha de sapucaia.

Observou-se que, para todos 0s grupos, 0S maiores valores de
expressao de adiponectina ocorreram na primeira semana, enquanto 0S picos

de expressdo de TNF-a foram detectados na segunda semana de tratamento.

4. Discussao

A adicdo de castanha de sapucaia as dietas experimentais alterou a
expressao dos genes avaliados em diferentes tempos de tratamento.

Foi observado um aumento na expressdo de adiponectina no grupo
qgue recebeu dieta de cafeteria na primeira semana, com posterior reducdo a
partir da segunda semana até o final do experimento. O gene da
adiponectina (AMP1), em condi¢ces normais, € expresso exclusivamente
nos adipdcitos, sendo esta proteina classificada como uma adipocina
(Matsuzawa, 2005).

Lépez et al. (2004) encontraram resultados semelhantes ao do
presente trabalho, com aumento da expressao de adiponectina em poucos

dias. O estudo revelou um aumento da expressdo desta adipocina,
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concomitante ao aumento de peso corporal e do acumulo de gordura
visceral em ratos alimentados com dieta de cafeteria por 11 dias. Segundo
0S autores, a expressao de adiponectina é induzida nos estégios iniciais de
diferenciacdo dos adipdcitos, além de fazer parte de um mecanismo de
defesa inicial de resposta contra o processo de obesidade que comeca a se
instalar. Por outro lado, estudos confirmam que a expressao desta adipocina
€ reduzida apds periodos maiores de instalacdo e manutencdo da
obesidade, além de estar inversamente correlacionada com a ocorréncia de
DCNT (Palomer et al., 2005).

Baixos niveis de adiponectina estao relacionados ao maior acumulo
de gordura visceral, obesidade, diabetes tipo 2, sindrome metabdlica,
dislipidemia e doengas cardiovasculares. Em relagdo ao metabolismo
glicémico, pesquisas demonstram que o0 aumento da expressdo de
adiponectina se relaciona com a reducdo de concentracdes séricas de
glicose, por mecanismos que envolvem oxidacao de &cidos graxos, estimulo
a captacao de glicose e supressdo da gliconeogénese hepatica (Palomer et
al., 2005; Ebal et al., 2007; Poppit et al., 2008; Yang et al., 2012). Segundo
resultados do presente trabalho (mostrados no capitulo 3, na pagina 60,
tabela 8), as concentragbes de glicose sanguinea do grupo que recebeu
dieta AIN + castanha de sapucaia (G2) na primeira semana de experimento
foram significativamente menores em relacdo aos demais tempos. Este
mesmo grupo apresentou expressdo de adiponectina significativamente
maior no mesmo tempo de tratamento.

Alguns estudos demonstram associagao inversa entre expressao de
adiponectina e niveis seéricos de triacilglicerois e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), e uma correlacdo direta com as lipoproteinas de alta
densidade ligadas ao colesterol (HDL-c) (Matsuzawa, 2005; Sofer et al.,
2012; Orem et al., 2013). No presente trabalho, os grupos alimentados com
a dieta de cafeteria (G3) apresentaram concentracdes séricas de colesterol
total significativamente maiores durante as 4 semanas de experimento
(dados mostrados no capitulo 3, na pagina 60, tabela 8). Nestes grupos, a
expressdo de adiponectina foi significativamente menor a partir da segunda

semana até o final do tratamento. Além disso, estes mesmos grupos
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apresentaram concentracfes séricas de HDL-c significativamente menores
na terceira e na quarta semana de experimento.

Além da relacdo entre adiponectina e parametros bioquimicos do
metabolismo glicémico e lipidico, estudos relacionam a adiponectina a
processos inflamatorios, atribuindo, na maioria das vezes, acdo anti-
inflamatodria a esta adipocina (Ahonen et al.,, 2010.). Um dos mecanismos
propostos para explicar a acdo anti-inflamatoria da adiponectina esta
relacionado ao fator de transcricdo nuclear «B (NF-xB), localizado no
citoplasma (Bastos, et al., 2009).

Vérios trabalhos relacionam o consumo de oleaginosas com o
aumento da expressdo de adiponectina bem como o aumento dos seus
niveis sanguineos circulantes (Bulld et al., 2007; Casas-Augustench et al.,
2010; Fragopoulou et al., 2010; Aronis et al., 2012; Orem et al., 2013).

Em relacdo ao TNF-a, houve um aumento significativo em sua
expressdo somente na segunda semana do experimento, nNos grupos
alimentados com CAF, sem e com castanha de sapucaia (G3 e G4). Na
guarta semana, o0 grupo que recebeu dieta AIN-93G + castanha de sapucaia
(G2) apresentou expressao significativamente menor desta proteina no
tecido adiposo. Além disso, de maneira geral, o consumo de castanha de
sapucaia parece ter reduzido a expressao desta citocina no tecido adiposo.

O TNF-a é uma citocina secretada por macréfagos, células endoteliais
e células musculares lisas, adipdcitos e células do musculo esquelético, com
atividades biologicas pleiotrépicas, que desempenha um dos principais
papéis na cascata de citocinas inflamatorias, como fator estimulador da
sintese de outras citocinas, como interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1)
(Jiménez-Gomez et al.,, 2009; Cawtorn et al., 2008). Entre os genes
inflamatdrios cuja expressao € induzida pelo NF-xB, estd o gene que codifica
a expressdo do proprio TNF-a, ocorrendo assim um “ciclo pré-inflamatoério”
(Bastos et al., 2009; Hermsdorff et al., 2008). Particularmente no adipécito,
esta citocina age inibindo a lipogénese via inibicdo da expressao das
enzimas lipase lipoprotéica (LLP) e da acetil CoA sintetase, cumprindo
importante papel regulador no acumulo de gordura no tecido adiposo

(Gomes et al., 2010; Volp et al., 2010).
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Diversas pesquisas, clinicas e epidemiologicas, em modelos animais
e com humanos, correlacionam o consumo regular de castanhas com a
reducdo nos valores de expressdo de TNF-a, bem como em seus niveis
circulantes no sangue (Jimenez-Gomes et al., 2009; Fragopoulou et al.,
2010; Sari et al., 2010; Upi-Sarda et al., 2012).

A composicdo peculiar das castanhas € a grande responsavel pelos
seus efeitos benéficos a saude.

Ainda ndo ha um mecanismo totalmente esclarecido que explique
como o consumo regular de castanhas atua na modulacdo de processos
inflamatorios. No entanto, as evidencias cientificas apontam que os
compostos presentes nestes alimentos atuam em conjunto para exercer seu
efeito anti-inflamatorio, o qual seria resultante de ambos 0s processos:
atividade antioxidante e modulagdo de sinais em vias de transcricdo de
genes, como a via do NF-xB (Ros et al., 2006; Ros, 2009).

5. Concluséao

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir
que a adicdo da castanha de sapucaia foi eficaz em aumentar a expressao
génica de adiponectina no tecido adiposo de ratos alimentados com dieta
normal e dieta de cafeteria. Além disso, a ingestdo de castanha de sapucaia
junto a dieta normal foi capaz de reduzir a expressédo génica de TNF-a apés
4 semanas de experimento.

E importante ressaltar que a expressdo dos genes avaliados foi
nitidamente diferente em func&o do tempo de tratamento.

Tal fato deve ser considerado no planejamento de futuros ensaios que
utilizem modelos semelhantes a este para avaliar a expressao de
adiponectina e TNF-a, afim de que ndo se perca o momento da sua
expressdo. Além disso, novos trabalhos devem ser realizados visando
estabelecer de forma “mais segura” a relacdo da expressao destes genes

em funcéo do tempo de tratamento.
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ConsideracgoOes Finais

e A castanha de sapucaia analisada no presente trabalho constitui uma
otima fonte de macronutrientes (lipidios e proteinas) e micronutrientes

(vitaminas e minerais).

e Além dos macro e micronutrientes, a castanha de sapucaia mostrou
ser uma excelente fonte de acidos graxos essenciais e aminoacidos

essenciais.

e Estudos de toxicidade devem ser realizados com a castanha de
sapucaia, uma vez que o teor de chumbo encontrado neste alimento

foi préximo aos limites estabelecidos para 0 consumo humano.

e A adicdo de castanha de sapucaia a dieta de cafeteria de ratos, na
dose administrada, foi benéfica em relacdo aos parametros

bioquimicos e inflamatérios avaliados.

e A expressdo dos genes avaliados variou nitidamente em funcdo do
tempo de tratamento. Tal fato deve ser considerado em futuros
ensaios que utilizem modelos semelhantes a este para avaliar a

expressao de adiponectina e de TNF-a..
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