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RESUMO

A superexpressdo da apolipoproteina C-IlIl (apoClll) produz hipertrigliceridemia e
pode influenciar tecidos expostos cronicamente a alteracbes metabdlicas. Este
estudo avaliou a espessura da mucosa esofagica de 36 camundongas C57BL/6,
transgénicas para apoClll humana (apoCllI-TGN) e nao transgénicas (NTG),
distribuidas em 3 meses/virgens, 8 meses/multiparas e 20 meses/multiparas (n =
6/grupo). Cortes esofagicos de 5 um corados com Tricrdbmico de Masson foram
submetidos a morfometria. A ANOVA de duas vias, reconstituida a partir das médias,
desvios-padrdo e n de cada grupo, mostrou efeito principal do genétipo [F(1,30) =
6,75; p = 0,014] e do grupo etéario-reprodutivo [F(2,30) = 10,33; p < 0,001], sem
interacao genotipo x grupo etario-reprodutivo [F(2,30) = 1,25; p = 0,300]. A média
global da espessura foi menor nas apoCIII-TGN (37,71 um) do que nas NTG (42,94
um). Contudo, idade e paridade estdo perfeitamente confundidas no delineamento,
pois todas as fémeas de 3 meses eram virgens e as de 8 e 20 meses eram
multiparas. Portanto, o efeito do grupo etério-reprodutivo ndo pode ser atribuido
isoladamente a idade ou a paridade, e os dados ndo sustentam modulacao etario-
dependente pelo gendtipo.

INTRODUCAO

As dislipidemias envolvem alteracbes no metabolismo das lipoproteinas, e a
superexpressdo da apolipoproteina C-lll (apoClll) humana pode produzir
hipertrigliceridemia em modelos transgénicos (Ito et al., 1990). Modelos murinos com
excesso de apoClll tém sido utilizados para investigar repercussées metabdlicas
associadas a esse fenétipo (Salerno et al., 2007; Raposo et al., 2015). Em humanos,
idade e sexo podem modificar a relagéo entre variantes de APOC3 e concentracdes
de triglicerideos (Minihane et al., 2002); entretanto, o presente estudo incluiu
exclusivamente fémeas, de modo que sexo ndo constituiu variavel experimental.
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Foram avaliadas camundongas de 3 meses virgens e de 8 e 20 meses multiparas, o
que sobrepde idade e historico reprodutivo no delineamento. Assim, o objetivo foi
avaliar a associacado do gendétipo apoCllI-TGN e do grupo etario-reprodutivo com a
espessura da mucosa esofagica, reconhecendo que os efeitos de idade e paridade
nao podem ser separados estatisticamente neste desenho.

MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comisséo Interna de Biossegurancga
(CIBio; oficio n® 819/2013) e pela Comisséao de Etica no Uso de Animais da UEM
(CEUA n? 6201190623). Foram analisadas 36 camundongas C57BL/6 (n = 6/grupo),
apoClII-TGN e NTG, distribuidas em 3 meses/virgens, 8 meses/multiparas e 20
meses/multiparas. A classificagao fenotipica da linhagem foi realizada aos 60 dias
pela trigliceridemia plasmatica, considerando-se apoClll-TGN os animais com
valores >300 mg/dL e NTG aqueles com valores <100 mg/dL, conforme protocolo
descrito para essa linhagem (Raposo et al., 2015). Ap6s anestesia com isoflurano e
eutanasia, o eso6fago foi retirado, fixado em formalina a 10% por 48 horas,
processado para inclusdo em parafina e seccionado em cortes semisseriados de 5
um, corados com Tricrdmico de Masson. A espessura da mucosa esofagica inteira
foi mensurada em 10 pontos aleatérios a partir das imagens capturadas, utilizando-
se o0 Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics). Para responder ao delineamento
fatorial, a ANOVA de duas vias foi reconstituida a partir das médias, desvios-padrao
e n = 6 informados para cada um dos seis grupos, considerando genétipo e grupo
etario-reprodutivo, além da interagcdo entre os fatores. Quando pertinente,
empregou-se o pos-teste de Tukey, adotando-se p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ANOVA de duas vias mostrou efeito principal do genétipo [F(1,30) = 6,75; p =
0,014] e do grupo etario-reprodutivo [F(2,30) = 10,33; p < 0,001], sem evidéncia de
interacao entre os fatores [F(2,30) = 1,25; p = 0,300]. A espessura média global foi
menor nas camundongas apoClIII-TGN (37,71 um) do que nas NTG (42,94 um). Para
0 grupo etario-reprodutivo, as médias marginais foram 46,36 pum aos 3
meses/virgens, 35,27 um aos 8 meses/multiparas e 39,36 um aos 20
meses/multiparas. No Tukey, 3 meses/virgens diferiu de 8 meses/multiparas (p <
0,001) e de 20 meses/multiparas (p = 0,021), enquanto 8 e 20 meses, ambos
multiparas, nao diferiram significativamente (p = 0,239).

Esses resultados substituem as comparacdes cruzadas isoladas entre grupos de
gendtipos e idades diferentes, pois tais contrastes modificavam simultaneamente
mais de um fator e ndo permitiam atribuir a diferenca ao genétipo, a idade ou a
combinacao especifica dos grupos. A auséncia de interacdo significativa também
ndo sustenta a afirmacéo de que o gendtipo transgénico modula a mucosa de forma
etario-dependente.
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Tabela 1. Média e desvio-padrao (DP) da espessura da mucosa esofagica dos grupos
apoCIIl-TGN e NTG, segundo grupo etario-reprodutivo, em micrometros (um).

apoClll- apoClil- apoClil-
GRUPOS Sm Sm 20m ToN ToN Jon
virgem multipara multipara virgem multipara multipara
Média 48,74 36,06 44,03 43,97 34,48 34,68
DP 7,258 4,649 5,456 9,293 3,392 4,142

Ha, contudo, confundimento estrutural entre idade e paridade: todas as fémeas de 3
meses eram virgens, enquanto as de 8 e 20 meses eram multiparas. Assim, as
diferencas envolvendo o grupo de 3 meses nao podem ser interpretadas como efeito
isolado do envelhecimento, pois também podem refletir o histérico reprodutivo. A
comparagado entre 8 e 20 meses reduz esse confundimento por incluir apenas
multiparas, mas o resultado nao significativo ndo demonstra equivaléncia entre as
idades.

Como apenas fémeas foram incluidas, o estudo ndo permite comparacao entre
sexos. O efeito principal do gendtipo sugere associagcao entre a superexpressao da
apoClll e menor espessura média da mucosa nas condi¢cdes avaliadas, mas nao
identifica 0 mecanismo responsavel. Estudos futuros devem balancear idade e
paridade no delineamento e, caso 0 sexo seja uma pergunta de interesse, incluir
ambos os sexos como fator experimental independente.

CONCLUSOES

Nas condi¢cdes avaliadas, houve efeito principal do genétipo, com menor
espessura média da mucosa esofagica nas camundongas apoClll-TGN em
comparacdo as NTG, e efeito do grupo etario-reprodutivo. Nao houve interacao
significativa entre gendtipo e grupo etario-reprodutivo; portanto, os dados néao
sustentam modulagéo etario-dependente da espessura da mucosa pelo genotipo.
Como idade e paridade estao perfeitamente confundidas no delineamento, o efeito
observado entre os grupos etario-reprodutivos ndo pode ser atribuido isoladamente
ao envelhecimento ou a multiparidade. Estudos futuros com idade e paridade
balanceadas sao necessarios para separar esses efeitos.
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