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Resumo



Estudos sugerem que o Diabetes mellitus (DM) promove alteracdes no
metabolismo energético e estresse oxidativo, que constituem fatores importantes
para desencadear disturbios cardiovasculares. A utilizacdo de antioxidantes tem
despertado interesse na clinica devido a propriedades terapéuticas sobre as
doencas cardiovasculares, podendo, desta forma, evitar a morbimortalidade em
pacientes diabéticos. Neste sentido, propde-se estudar o efeito do resveratrol (RSV -
3,5,4 -trihydroxystilbene) através de parametros bioquimicos séricos, metabolismo
energético e estresse oxidativo no tecido cardiaco de ratos com diabetes mellitus
tipo 1. Foram utilizados 32 ratos, raca wistar, com peso corporal + 250g. Os animais
foram distribuidos nos grupos experimentais (n=8): G; (normais, controle); G
(normais, tratados com resveratrol); Gz (diabéticos néo tratados); G, (diabéticos,
tratados com resveratrol). O Diabetes mellitus experimental foi induzido através da
administracdo intraperitoneal de estreptozotocina (STZ), em dose Unica, na
concentracédo de 60 mg/kg de peso corporal. Os animais pertencentes aos grupos G,
e G4 receberam resveratrol, via gavagem, na concentracédo de 1,0 mg/kg/dia durante
30 dias. No final do periodo experimental (30 dias) foram avaliados parametros
nutricionais e determinou-se a glicemia, triacilglicerdis (TG), colesterol total (CT),
fracOes lipoproteicas e atividade da lactato desidrogenase (LDH). No tecido cardiaco
foi determinada a concentracdo de proteinas totais, glicogénio, hidroperéoxido de
lipidio (HP), glutationa total, glutationa reduzida, glutationa peroxidase (GSH-Px) e
superoxido dismutase (SOD), atividade das enzimas marcadoras do metabolismo
energético, lactato desidrogenase (LDH), citrato sintase (CS) e [-hidroxiacil
hidroxilase (OHADH), além da expressdo da proteina situina (SIRT1) através da
técnica Western Blotingt. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado

com 4 tratamentos e 8 repeticdes, segundo analise de variancia (ANOVA). O nivel



de significancia adotado foi de 5% de probabilidade e as estatisticas F foram
significativas quando p<0.05. Foi utilizado Teste de Tukey para a comparacao entre
as medias, e Mann-Whitney para analise dos resultados obtidos para expresséo da
SIRT1. Houve reducdo (p<0.05) tanto no consumo alimentar como na energia
ingerida, além de maior peso corporal em animais diabéticos tratados com RSV
(G4), quando comparados a animais diabéticos ndo tratados (G3). A administracao
de RSV em G4 também promoveu diminuicdo da glicemia e dos niveis de CT, assim
como aumento da concentracdo sérica de HDL-colesterol. Os niveis séricos de ureia
e creatinina apresentaram-se aumentados em animais nao tratados (G3), o oposto
foi observado em G4. RSV promoveu diminuicdo da atividade das enzimas CS e
OHADH, envolvidas no metabolismo de carboidratos e lipidios. Houve aumento na
concentracdo cardiaca de glicogénio em G4. Quantos aos parametros do estresse
oxidativo, a administracdo de RSV em G4 promoveu diminui¢cdo da concentracdo de
HP e aumento da atividade das enzimas antioxidantes GSH-Px e SOD, quando
comparado a animais néo tratados (G3). RSV apresentou tendéncia em aumentar a
expressao cardiaca de SIRT1 em animais que recebera RSV (G2 e G4). Através dos
nos resultados obtidos, conclui-se que RSV apresenta atividade anti-diabetogénica,
com melhora no metabolismo de carboidratos e, portanto, aumento da utilizacéo de
glicose como substrato oxidavel. Além disso, RSV apresentou atividade antioxidante,
com capacidade de diminuir HP e elevar a atividade das enzimas antioxidantes no

miocardio de animais diabéticos.



Abstract



Studies suggest Diabetes mellitus (DM) promotes alterations on energy
metabolism and oxidative stress, which provide important factors to initiate
cardiovascular disorders. The use of antioxidants has aroused interest on clinical due
therapeutics properties on cardiovascular diseases, and may thus prevent morbid-
mortality in diabetic patients. In this sense, it is proposed to study the effect of
resveratrol (RSV - 3,5,4 '- trihydroxystilbene) via serum biochemical parameters,
energy metabolism and oxidative stress in heart tissue of rats with diabetes mellitus
type 1 . 32 rats, Wistar race, with = 250g body weight were used. The animals were
divided into experimental groups (n = 8) : G1 (normal control), G2 (nhormal, treated
with resveratrol), G3 (diabetic untreated) , G4 (diabetic treated with resveratrol) . The
experimental Diabetes mellitus was induced by the intraperitoneal administration of
streptozotocin (STZ) in a single dose, at a concentration of 60 mg / kg body weight.
The animals in Groups G2 and G4 received RSV via gavage at 1.0 mg/kg/day for 30
days. At the end of the experimental period (30 days), nutritional parameters were
evaluated and determined to glucose, triglycerides (TG), total cholesterol (TC),
lipoprotein fractions and lactate dehydrogenase (LDH) activity. In cardiac tissue,
concentration of total protein, glycogen, lipid hydroperoxide (HP), total glutathione,
reduced glutathione, glutathione peroxidase (GSH-Px) and superoxide dismutase
(SOD) was determined and activity of marker enzymes of energy metabolism, lactate
dehydrogenase (LDH), citrate synthase (CS) and B-hydroxyacyl hydroxylase
(OHADH), and the expression of situin protein (SIRT1) through Western Blotingt. The
experimental design was completely randomized with 4 treatments and 8 replicates,
according to analysis of variance (ANOVA). The level of significance was set at 5%
probability and F statistics were significant at P <0.05. Tukey test was used to

compare the means, and Mann-Whitney test to analyze the results obtained for



SIRT1. Decreased (p < 0.05), both in food consumption, energy intake and greater
body weight in diabetic animals treated with RSV (G4) compared to untreated
diabetic animals (G3). Administration of RSV in G4 also caused a decrease in serum
glucose and TC levels, as well as an increase in serum HDL-cholesterol. Serum urea
and creatinine were increased in untreated animals (G3), the opposite was observed
in G4. RSV caused a decrease in the activity of CS and OHADH enzymes involved in
the metabolism of carbohydrates and lipids. There was an increase in cardiac
glycogen concentration in G4. The parameters of oxidative stress, administration of
RSV in G4 caused a decrease in the concentration of HP and increased activity of
antioxidant enzymes GSH-Px and SOD compared to untreated animals (G3). RSV
tended to increase the concentration of cardiac SIRT1 in animals that received RSV
(G2 and G4). Through these results, we conclude that RSV has anti-diabetogenic
activity, with improvement in carbohydrate metabolism and therefore increased use
of glucose as oxidizable substrate. In addition, RSV showed antioxidant activity,
capable of lowering HP and increase antioxidant enzyme activity in the myocardium

of diabetic animals.
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Introducdo



Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica importante caracterizada
pela secrecdo e/ou acdo da insulina endogena deficiente, acompanhada por uma
hiperglicemia cronica e persistente. Varios fatores estdo envolvidos nesta patologia,
sendo que 0s nutricionais e a autoimunidade s&do os principais preditores da
patogénese (SHEWADE et al, 2001; AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2010).

Em 2000, a World Health Organization (WHO) notificou um total de 171
milhdes individuos da populacdo mundial portadores de DM (WILD et al., 2004) em
estudos mais recentes, realizado por Whiting et al., (2011) estimaram que em 2011
havia cerca de 366 milh6es de pessoas portadoras de diabetes, e prevéem que esse
namero devera aumentar em torno de 552 milhdes até 2030. E considerado
problema de saude publica, uma vez que estd associada a complicacbes que
comprometem a produtividade, qualidade de vida e sobrevida dos individuos
afetados, além de envolver altos custos no seu tratamento (WILLIAMS; AIREY,
2002).

DM pode ser classificado basicamente em dois tipos clinicos principais.
Diabetes mellitus tipo 1 insulino dependente (DM1), acomete cerca de 10% da
populacdo diabética, é causada pela destruicdo autoimune das células -
pancreaticas, resultando em secrecdo deficiente de insulina. O tipo 2 insulino
independente, com maior prevaléncia, ocorre de forma heterogénea devido a
multiplicidade de fatores, como sindrome metabdlica, obesidade e resisténcia a
insulina. Em funcéo da resisténcia a acdo insulinica ocorre hiperinsulinemia, o que
pode ocasionar, mais tardiamente, falhas na secrecdo de insulina (MARX, 2002).
Assim, ocorre prejuizo na internalizacdo da glicose em células, principalmente

musculares e adiposas, levando, portanto a hiperglicemia que provoca dano tecidual



e o desenvolvimento das complicacdes diabéticas (BROWNLEE, 2001; RESNICK;
HOWARD, 2002).

Estudos experimentais e clinicos revelaram que a hiperglicemia estabelecida
no DM estd associada a producdo aumentada de radicais livres derivados do
oxigénio molecular, denominadas de espécies reativas de oxigénio (ERO) (ROSEN
et al., 2001; BONNEFONT-ROUSSELOT, 2004; JOHANSEN et al., 2005). Os
radicais livres sdo atomos, ions ou moléculas que contém um elétron ndo pareado
em sua Orbita externa, por serem instaveis apresentam elevada capacidade reativa
e, portanto se comportam como agentes oxidantes (HALLIWELL et al., 1992;
FRIDOVICH, 1998).

Elevados niveis de radicais livres provocam danos aos componentes
celulares como proteinas, lipideos de membrana e acidos nucléicos, resultando em
disfuncéo e, eventualmente morte celular. Isto implica na etiologia de grande namero
de doencas crbnicas degenerativas, incluindo aterosclerose, céancer, diabetes e
envelhecimento (BRAY, 2000). Varios mecanismos tém sido propostos para explicar
a formacdo dessas espécies reativas de oxigénio.

A B-oxidacdo excessiva de acidos graxos, em decorréncia de elevada lipdlise,
observada no DM1, aumenta a producéo de equivalentes redutores NADH e FADH,,
0s quais liberam elétrons na cadeia respiratéria mitocondrial, contribuindo para
elevar a formacado de EROs (KUROKI et al., 2003; VOET et al., 2008). A reducéo
incompleta do oxigénio molecular na cadeia transportadora de elétrons, acoplada a
fosforilagao oxidativa, resulta na geragao de anions superoxidos (eO»-) (SEIVA et al.,
2009). Além do anion superoéxido (eO,-), pode-se citar outras EROs como os radicais
livres hidroxil (eOH), peroxil (éRO,), hidroperoxil (éHRO;) e peroxido de hidrogénio

(H,0,). (JOHANSEN et al., 2005; FORBES et al., 2008).
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A formacado excessiva de radicais livres no DM pode ocorrer como resultado
da auto-oxidacdo da glicose e subsequentemente formacdo de produtos finais de
glicacdo avancada (AGES), glicacdo de proteina ndo enzimatica e aumento do
influxo de glicose para a via poliol (BROWNLEE, 2001; MARITIM et al., 2003). Os
AGEs sdao proteinas ou lipideos que se tornam glicados apés a exposicao da glicose
oxidada e, contribuem para o desenvolvimento de aterosclerose. Acredita-se que
atuam modificando a estrutura das proteinas intracelulares envolvidas na regulacéo
génica; em moléculas da matriz extracelular, interferindo na sinalizacdo entre as
células. O aumento da glicose intracelular tem como consequéncia a metabolizacéo
final de frutose-6-fosfato a uridina difosfato-N-acetil glucosamina (UDPGIcNAC),
resultando em alteracfes patologicas na expressao génica, aumentando a producéo
de citocinas inflamatdrias e fatores de transcricdo (DU et al., 2000).

Elevadas concentracdes de glicose podem ser metabolizadas através da via
poliol (figura 1), onde a glicose é reduzida pela aldose redutase em sorbitol, o qual é
convertido em frutose pela sorbitol desidrogenase. Nesta via o NADPH ¢é oxidado,
ocasionando baixa concentracdo da glutationa na forma reduzida, que atua como
agente importante na protecdo dos danos provocados pelos radicais livres

(BROWNLEE 2001; EL-KABBANI et al., 2004; FORBES et al., 2008).
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Figura 1: Via do poliol em condi¢des de hiperglicemia.
Aldose redutase (AR) reduz glicose a sorbitol, utilizando NADPH como co-fator.
A baixa concentracdo de NADPH compromete a oxidacdo da glutationa reduzida
(GSH), estabelecendo o estresse oxidativo. Sorbitol desidrogenase (SDH) oxida
sorbitol a frutose utilizando NAD+ como co-fator. (Adaptacéo Reis et al., 2008)

Existem basicamente dois sistemas antioxidantes que neutralizam a agao de
EROs, o0 enzimatico e ndo-enzimatico (HALLIWELL, 1992; HALLIWELL, 1996; SIES,
1997). Os primeiros correspondem as enzimas catalase, superdéxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px). Os agentes nao-enzimaticos
correspondem principalmente, a glutationa, vitaminas C e E (a-tocoferol) (KRINSKY
et al., 1992; SAXENA et al., 1993; KAKKAR et al., 1995; MARITIN, 2003).

Quando ha formacdo excessiva de ERO e/ou remocéo insuficiente, pela
diminuicdo das defesas antioxidantes, o equilibrio oxidante/antioxidante € alterado e

as EROs podem exercer seus efeitos deletérios. Este desequilibrio entre a formacao
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e neutralizacdo de ERO constitui o estresse oxidativo (NISHIYAMA et al., 1998;
PHILLIPS et al.,2004).

Desde que a hiperglicemia esta associada a producéo excessiva de ERO, que
excede a capacidade natural do sistema antioxidante, o estresse oxidativo
desempenha papel importante na progressao e complicagcdes do DM (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2000; UGOCHUKWU; COBOURNE, 2003; NOGUEIRA et al.,
2005; SIMMONS, 2006).

Dentre as complicacbes do DM1, as doencas cardiovasculares sdo as que
representam maior indice de mortalidade entre o0s pacientes diabéticos.
Anormalidades cardiovasculares associadas ao DM1 podem resultar em
aterosclerose, bem como alteracdes intrinsecas no masculo cardiaco, uma condi¢cao
gue tem sido referida como cardiomiopatia (FISHER; FRIER, 1990).

O miocardio é caracterizado por elevada capacidade oxidativa (STANLEY;
SABBAH, 2005) com grande quantidade de mitocondrias e, possui elevada taxa de
consumo de oxigénio, uma vez que utiliza os acidos graxos como principal substrato
para producdo de energia (LOPASCHUK et al., 2002). E, assim h& producédo de
equivalentes redutores (NADH e FADH;) em proporcdes elevadas, contribuindo para
aumentar a fonte de EROs.

A hiperglicemia observada no DM1 esta intimamente relacionada com a
dislipidemia, ou seja, aumento da concentracdo de LDL-colesterol e triacilglicerois e,
reducdo da HDL-colesterol, elevando o risco de doencas isquémicas
cardiovasculares e cerebrovasculares. Por outro lado, a susceptibilidade da LDL a
glicacdo e oxidacdo parece estar relacionada ao controle glicémico inadequado e

pela reducdo no sistema de defesa antioxidante, observada no DM1. Desta forma, o
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controle da glicemia € determinante como fator benéfico, pois diminui o0 estresse
oxidativo e reduz a aterogénese diabética. (JOHANSEN et al., 2005).

Estudos sugerem que o estresse oxidativo e alteracdes no metabolismo
energético constituem importantes fatores para desencadear alteracdes
cardiovasculares. A cardiomiopatia diabética é originada como sendo resultado de
complexas relagdes entre anormalidades metabdlicas que acompanham o diabetes
e suas consequéncias celulares, levando a alteraces tanto na estrutura como na
funcao do tecido cardiaco (BOUDINA; ABEL, 2007).

A utilizacdo de antioxidantes tem despertado interesse na clinica devido aos
efeitos benéficos sobre as doencas cardiovasculares. Estudos epidemioldgicos
demonstraram correlacdo inversa entre distirbios cardiovasculares e consumo de
dietas ricas em antioxidantes. Verificou-se aumento séricos de HDL-colesterol e
diminuicdo tanto na concentracdo de triacilglicerdis como de LDL-colesterol
(AHLENSTIEL et al., 2003).

Deste modo, estudos com intervencéo farmacoldgica baseada em compostos
antioxidantes sobre o DM s&do de grande interesse (OBERLEY, 1988). Os
antioxidantes dietéticos desempenham papel importante na defesa frente as
enfermidades cronicas degenerativas como o DM. E notorio que estas substancias
atuam neutralizando as EROs, envolvidas no estresse oxidativo e, desta forma,
impedem a propagacao e as complicacdes diabéticas. Assim, a suplementacdo com
antioxidantes pode apresentar efeito benéfico, por evitar a morbimortalidade em
pacientes diabéticos (BROWN; HU, 2001; CERIELLO; TESTA, 2009) de tal forma,
gue poderiam prevenir e/ou retardar o desenvolvimento das complicacdes diabéticas
(CERIELLO; MOTZ, 2004). Desde que o sistema antioxidante torna-se ineficaz ao

compensar a producdo excessiva de ERO, favorecendo, portanto, o estresse
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oxidativo, a administracdo de antioxidantes pode ser efetiva no controle do DM1.
Estudos epidemiologicos estabeleceram que a ingestdo de antioxidantes encontra-
se relacionada inversamente com a ocorréncia de doencas promovidas pelas EROs
(BAYNES; THORPE, 1999; HALLIWELL; GUTTERIGDE, 2007; SADE et al., 2012).

Portanto, com a finalidade de estudar substancias que apresentem atividade
antioxidante, literatura relata algumas propriedades terapéuticas do resveratrol
(3,5,4 -trihydroxystilbene). Trata-se de um composto pertencente ao grupo das
fitoalexinas polifenois encontrado em diversos vegetais, em especial as uvas. Possui
diversos efeitos farmacologicos, incluindo ag¢do antioxidante, antihiperglicemiante,
anti-inflamatério, anticarcinogénico e atividade cardioprotetora. Estudos em animais
tém demonstrado o potencial efeito benéfico do resveratrol sobre as desordens
metabdlicas, observadas no DM1 (BAUR et al., 2006; PALSAMY; SUBRAMANIAN,
2008).

A atividade antioxidante do resveratrol pode ser conferida tanto pela sua
habilidade em neutralizar os radicais livres, pela presenca do grupo hidroxil na
posicdo 3° de sua molécula, como pela capacidade em aumentar as defesas
enddgenas antioxidantes (BAUR; SINCLAIR 2006). A geracdo de oxidantes (EROSs),
como anion superdxido, pela via hipoxantina/xantina oxidase diminuiu com o
suprimento de resveratrol (BAUR & SINCLAIR 2006, CHEN et al, 2011), além de
aumentar a atividade da catalase e diminuir a peroxidacdo de lipidios e de outras
macromoléculas (WYKE; TISDALE 2006).

Por outro lado, Lagouge, et al. (2006) e Chen et al. (2011) relataram que o
resveratrol aumentou a biogénese mitocondrial, o que indicou melhora na funcéo

mitocondrial tanto no figado como no musculo esquelético.
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Estudos demonstraram os possiveis mecanismos de acéo do resveratrol tanto
como antioxidante como hipoglicemiante. O seu efeito sobre a funcao celular,
associou-se a ativagao da proteina Sirtuina 1 — classe de proteinas que apresentam
sitios acetilase NAD" dependente e mono-ribosiltransferase - envolvida
especificamente na expressao génica de isozimas da MnSOD, a qual é essencial na
manutencdo da funcdo mitocontrodrial e diminuicdo do estresse oxidativo. Esta
proteina também esteve associada ao aumento da atividade da catalase
(YAMAMOTO; SADOSHIMA, 2011; YING et al., 2012).

A atuacdo do resveratrol pode estar associada tanto a expressdo como a
translocacdo da GLUT 4. (THORENS; MUECKLER, 2010). Segundo Deng et al.,
(2008) o resveratrol estimulou a internalizacéo celular da glicose no musculo séleo
ao aumentar o deslocamento da GLUT 4 para a membrana plasméatica, além de
aumentar a fosforilacdo de receptores de insulina.

Segundo Slot et al. (1991) e Martin et al. (2000) a concentracao plasmatica de
insulina pode influenciar a quantidade de GLUT 4. Aproximadamente apenas 5% do
namero de GLUT 4 esté presente na célula em condi¢des de hipoinsulinemia.

Assim com a acdo e/ou secrecdo insuficiente de insulina, no DM, a
translocacdo da GLUT4 para a membrana é ineficiente, contribuindo para o
estabelecimento da hiperglicemia e disfuncdo no metabolismo energético do
musculo cardiaco e esquelético, os quais sdo responsaveis por cerca de 90% da
captacao de glicose e, portanto, dependentes de insulina (KRAEGAN, et al., 1985).

Estudos demonstraram que resveratrol possui estrutura similar ao estrégeno
sintético (diesthilbestrol), especificamente no sitio de transcricdo génica da ativacao

e ligacdo com o seu receptor localizado em células alvo.
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Deng et al. (2008) relataram aumento da captacdo de glicose na presenca
resveratrol, através da translocacdo da GLUT4, para a membrana plasmatica e,
fosforilacdo dos receptores de insulina. Segundo mecanismo proposto pelos autores,
o resveratrol, se ligando ao receptor de estrégeno, ativa a proteina quinase p38 e
Erk, envolvidas no processo de translocacdo da GLUT4 e sinalizacdo da insulina
(Figura 2). Verificou-se que com a inibicdo da proteina p38, a translocacdo da
GLUT4 nédo ocorre, mesmo que o resveratrol permaneca ligado ao receptor de
estrogeno, comprovando, desta forma, que a sua acdo € dependente da via
intracelular envolvendo a proteina quinase p38. Concluiram que os receptores de
estrogeno sdo ativados quando ligados ao resveratrol e, desta forma a proteina
quinase p38 promove a translocacdo do GLUT 4 e a captacdo de glicose. Assim, o

resveratrol pode atuar também como agente hipoglicemiante.

O O
@) ) @ @ Glicose
O

Figura 2: Modelo proposto para explicar um dos possiveis mecanismos de acao do
RSV durante a captacédo de glicose e fosforilagdo do receptor de insulina
(INSR). RSV apresenta similaridades quimicas com o estrégeno exdgeno,
ligando-se em receptor de estrogeno (ER), ativando a proteina quinase p38 e
Erk/2. A ativacdo do ER por RSV é essencial para a ativacdo da cascata de
sinalizagdo e ativacdo de p38, Erk e fosforilagdo do INSR. (Adaptac&do Deng et

al., 2008).
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Hipotese



O tratamento com resveratrol apresenta efeito antidiabetogénico, melhora o
perfil lipidico, normaliza o metabolismo energético e controla o estresse oxidativo no

tecido cardiaco de ratos com Diabetes melittus tipol, induzido experimentalmente.
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Objetivos



OBJETIVO GERAL E ESPECIFICO

Considerando-se a prevaléncia do DM1 e as propriedades biolégicas do
resveratrol, e tendo em vista a importancia de tratamentos alternativos que reduzem
as taxas de recorréncia e progressdo das complicacdes diabéticas, o objetivo geral
deste estudo foi avaliar o efeito do resveratrol sobre as alterac6es metabdlicas e o
estresse oxidativo, bem como a forma de acdo deste antioxidante através da
expressdo da SIRT1 em miocardio de ratos com DM1. Tal objetivo geral foi

alcancado através dos seguintes objetivos especificos:

Determinar os parametros nutricionais, hiperglicemia e dislipidemia promovida

pelo DM1;

» Evidenciar o efeito do DM1 sobre o estresse oxidativo (biomarcadores) e
metabolismo energético no tecido cardiaco;

= Analisar o efeito anti-diabetogénico do resveratrol sobre a concentracéo
sérica de glicose, peso corporal, controle alimentar e de agua em ratos com
DM1;

= I|dentificar os efeitos da administracdo do resveratrol sobre a dislipidemia,
metabolismo energético e estresse oxidativo (biomarcadores) em miocardio
de ratos diabéticos.

= Identificar, por meio de Western Blotting a expressdo da SIRT1 no tecido

cardiaco e associa-la ao tratamento do DM1 com resveratrol.
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Material e Métodos



1. INSTALACAO DO EXPERIMENTO E ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 32 ratos (Rattus norvegicus), raca wistar, machos, com peso
inicial em média de 250g, com 30 dias de idade. Os animais foram mantidos em
gaiolas de plastico, em ambiente com temperatura (25 + 2°C) e fotoperiodo (ciclos
12:12 horas claro/escuro) controlados. Os animais foram provenientes do Biotério
Central da UNESP - Campus de Botucatu e transferidos para o Laboratério de
Experimentacdo Animal do Departamento de Quimica e Bioquimica/IB-UNESP-
Botucatu. O protocolo experimental foi aprovado pela comissdo de ética em
experimentacdo animal do Instituto de Biociéncias/UNESP “Campus de Botucatu”,

adotado pelo Colégio Brasileiro de experimentacao animal (COBEA.)

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram distribuidos aleatoriamente e constituiram o0s seguintes
grupos experimentais (n=8):
» G;=ratos normais que receberam apenas racao comercial e agua;
» G,=ratos normais que receberam racao comercial, &gua e resveratrol;
» G3= ratos diabéticos que receberam racdo comercial e 4gua;
» G4= ratos diabéticos que receberam racdo comercial, &gua e resveratrol.

O DM1 experimental foi induzido através da administracdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ - 60 mg/kg de peso corporal; dose Unica) diluido em citrato de
sédio (0,1M pH 4,5). Ap6s 48 horas da administracdo da STZ, a glicemia foi
determinada através de glicosimetro (Advantage) em amostras de sangue retiradas
por puncéo da cauda.

Com o0 estabelecimento do estado diabético, o resveratrol (RSV) foi

administrado através da via intragastrica (gavagem). Os animais pertencentes aos
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grupos G, e G4 receberam RSV (SIGMA — R 5010) na concentracdo de 1,0
mg/kg/dia - diluido em etanol (50mg/mL) e em seguida acrescentou-se agua (q.s.p
1mL), segundo Bradamente et al. (2003) e Rocha, et al. (2011) durante 30 dias. Os
animais receberam agua e ragdo comercial (Purina Labina, Campinas-SP) ad libitum
durante o periodo experimental. O controle de ingestdo de agua e de racéo foi

realizado diariamente e a pesagem dos animais foi efetuada semanalmente.

3. PARAMETRO NUTRICIONAL
Considerando o consumo alimentar médio diario e a quantidade de energia
ingerida, calculou-se a energia ingerida, segundo Ebaid et al. (2006):
= Energia Ingerida (El; kcal/dia) = consumo médio de ragdo X energia

metabolizavel (3,81 kcal/g);

4. OBTENCAO DAS AMOSTRAS SERICAS E CARDIACAS

No final do periodo experimental (30 dias), os animais foram anestesiados
(cloridrato de cetamina 10% e, 0,1 mL/100g de peso corporal, i.p.) e a eutanasia foi
realizada por decapitacdo. O sangue foi coletado e o soro separado por
centrifugacéo (6000 rpm, por 15 minutos) e utilizado para determinacao, glicose,
triacilglicerois, colesterol total, HDL-colesterol, VLDL-colesterol, bem como a
atividade da lactato desidrogenase (LDH). Apés a retirada do sangue, o coracao foi
imediatamente retirado e lavado em tampao fosfato (9%). Amostras, de
aproximadamente 200mg de tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) foram estocadas
em “freezer’ a -80°C para as determinacdes dos biomarcadores do estresse
oxidativo, enzimas do metabolismo energético, concentracdo de proteinas totais e
glicogénio.
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5. GLICEMIA E LIPIDEMIA
5.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE

A glicose sanguinea, por acdo da glicose-oxidase, € oxidada a acido gliconico
e forma perdxido de hidrogénio. Este peréxido de hidrogénio (H,O,) formado reage
por acdo da peroxidase com 4-aminoantepirina e com 1,4-diclorofenol. Por juncdo
oxidativa forma-se aintipirilquinonimina, de cor vermelha. A intensidade de coloracao

foi proporcional a concentracéo de glicose (MOURA, 1982).

5.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE TRIACILGLICEROIS

Os triacilgliceréis foram determinados através de sua hidrélise enzimatica
produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo Soloni (1971), o glicerol oxida-se com
acido periédico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente como 3,5

diacetil-1,4 diidrolutidina.

5.3. DETERMINAC}AO DA CONCENTRAC}AO DO COLESTEROL TOTAL

O colesterol total foi determinado enzimaticamente pela colesterol oxidase
com hidrélise enzimatica prévia dos ésteres mediante uma lipase. A agua oxigenada
liberada na oxidagdo produz fenol oxidado e 4-aminofenazona, catalisada pela

peroxidase, com formacao de quinonimina vermelha (MOURA, 1982).

5.4. DETERMINAQAO DA CONCENTRAC}AO DE HDL-COLESTEROL
A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-colesterol) e a lipoproteina de
baixa densidade (LDL-colesterol) foram precipitadas seletivamente pelo &cido

fosfotungstico. No sobrenadante, separado por centrifugacdo, encontram-se as
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lipoproteinas de alta densidade (HDL-colesterol), onde se determinara o colesterol

incorporado as mesmas (LOPES-VIRELLA et al., 1977).

5.5. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE VLDL-COLESTEROL
O valor de VLDL-colesterol foi obtido pela equacédo de Friedewald (COHN;

ROTH, 1996).

6. ANALISES NO TECIDO CARDIACO

As amostras de aproximadamente 200mg de tecido cardiaco (ventriculo
esquerdo) foram homogeneizadas em tampéo fosfato de sodio (0,01M; pH 7,0) e 0
homogeneizado centrifugado a 12 000 x g, durante 30 minutos, a -4°C (PEREIRA et
al.,, 1998). O sobrenadante foi utilizado para determinar a concentracdo das
proteinas totais, hidroperoxido de lipidio, glutationa total e reduzida, atividade das

enzimas antioxidantes e do metabolismo energético.

6.1. ANALISE DO METABOLISMO ENERGETICO

O metabolismo energético foi analisado através das enzimas reguladoras das
vias metabdlicas, tais como lactato desidrogenase associadas ao metabolismo
aerébico, citrato sintase importante reguladora do metabolismo do miocardio e
controla o fluxo de metabdlitos através do ciclo do acido citrico e marcadora do
metabolismo aerdbico e a p-hidroxiacil-CoA desidrogenase reguladora da -

oxidacao de acidos graxos.
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6.1.1. ATIVIDADE DA LACTATO DESIDROGENASE

A atividade da lactato desidrogenase foi determinada segundo técnica de
Wilkinson et al. (1965) utilizando o método UV otimizado, onde foi medido o
consumo de NADH,, o qual foi proporcional a atividade da enzima presente na

amostra.

6.1.2. ATIVIDADE DA CITRATO SINTASE
A citrato sintase foi determinada a 412nm em tampao tris-HCI 50mM, pH 8,0,
contendo acetil-CoA, DTBN (dithiobis-2-nitrobenziato) e oxaloacetato (BASS et al.,

1969).

6.1.3. ATIVIDADE DA B-HIDROXIACIL COENZIMA A DESIDROGENASE
Atividade da B-hidroxiacil-CoA desidrogenase (OHADH) foi determinada em
meio contendo acetoacetil coenzima A e NADH, o qual teve sua oxidagcdo medida

(BASS et al., 1969).

6.1.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DO GLICOGENIO

Na determinacéo do glicogénio, amostras de 200mg de tecido cardiaco foram
homogeneizadas (3000 rpm por 10 minutos) com &cido perclérico (0,6 mol/L). Do
sobredanadante retirou uma aliquota (10uL) para determinar a concentracdo inicial
de glicose e, o restante recebeu amiloglicosidase em meio contendo tampao acetato
de sodio (0,05 M, pH 4,5) a 50°C, nesta mistura reativa determinou a concentracéo
final de glicose. A concentracdo de glicogénio foi calculada pela diferenca entre as
concentracbes de glicose final e inicial, segundo Roehrig e Allred (1974). A

concentracéo de glicose foi determinada segundo Moura (1982).
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6.2. ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO
A analise do estresse oxidativo foi realizada através da concentracdo de
glutationa reduzida e total, hidroperéxido de lipidio e atividade das enzimas

antioxidantes.

6.2.1. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DA GLUTATIONA TOTAL E
REDUZIDA

A concentracdo de glutationa total foi determinada através do método cinético,
com a reducdo do 5,5'-Dithio (2 nitrobenzoic acid) (DTNB) pela glutationa reduzida
(GSH) na presenca de NADPH (TIETZE, 1969). A concentracdo de glutationa
reduzida foi determinada em tamp&o tris-HCI pH 8,9 e DTNB, apds prévia
precipitacdo com TCA 50%. O GSH foi utilizado como padrdo (SEDLAK; LINDSAY,

1968).

6.2.2. DETERMINAC}AO DE HIDROPEROXIDO DE LIPIDIO

Foi determinado através da oxidacéo do sulfato ferroso amoniacal (Fe?*) na
presenca de alaranjado de xilenol, acido sulfarico e butilato hidroxitolueno (BHT) em
metanol, & temperatura ambiente. O Fe*" reage com alaranjado de xilenol e forma
cromdgeno, cuja intensidade de coloracdo foi medida espectrofotometricamente

(JIANG et al., 1991).

6.2.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE GLUTATIONA PEROXIDASE
A atividade da glutationa peroxidase foi determinada segundo meétodo de
Nakamura et al. (1974) na presenca de perdxido de hidrogénio. A mistura reativa foi

preparada em tampéao fosfato de sodio, NADPH,, azida sodica, EDTA, glutationa
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reduzida (GSH) e glutationa redutase. Através da oxidacdo do NADPH, na presenca
da glutationa redutase, a qual catalisa a reducdo da glutationa oxidada (GSSG),

determinou-se a atividade da GSH-Px.

6.2.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE SUPEROXIDO DISMUTASE

A atividade da superoéxido dismutase foi determinada pela técnica de Crouch
et al. (1981), tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducao do nitroblue-
tetrazélico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH
10). A hidroxilamina gera fluxo de O, do NBT para blue-formazana em temperatura
ambiente. Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de reducdo do NBT foi
inibida, de acordo com atividade da SOD na amostra.

As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro com controle de
temperatura (UV/visivel Ultrospec com Swift Il sotware, Cambridge, England, UK) e
em leitor de microplaca (uQuant-MQX 200 Bio-Tech Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) com controle através do software Kcjunior (Bio-Tech Instruments, Inc.,
Winooski, VT, USA). Todos os reagentes tiveram procedéncia da Sigma (St, Louis,

USA).

6.3.. DETERMINACAO DA EXPRESSAO DA SIRT 1

A expressdao da SIRT1 foi avaliada através do método immunoblotting
(western blotting). O tecido cardiaco foi homogeneizado a 4°C em tampao RIPA
(BioRad®, Bio Rad Laboratories, USA) e Coquetel inibidor de proteases (Sigma, St
Louis, MOm USA) em homogeneizador do tipo Tureaux em trés ciclos de cinco
segundos e homogeneizado foi centrifugado a 14.000 rpm (4°C/20 minutos), cujo

sobrenadante foi recolhido. A quantificacdo da proteina SIRT1 foi realizada em leitor

26



ELISA, em aliquotas (70-150 pg de proteina) presentes em solugdo tampéao (Laemli
sample buffer — Bio-Rad) e B-mercaptoetanol, a 95°C por 3-5 minutos. Em seguida,
as proteinas foram separadas por eletroforese vertical (Mini-Protean, Bio Rad®) em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE e apds, transferidas para a membrana de
nitrocelulose ou PVDF (pré-tratamento em metanol 100%, agua e tampdo PBST —
phosphate buffered saline-tris) em sistema Semi-Dry de transferéncia. A ligacao
inespecifica de proteinas foi bloqueada através da exposicdo das membranas em
BSA (bovine serum albumin) a 3% em tampao PBS (phosphate buffered saline), por
1 hora, em temperatura ambiente. As membranas foram subsequentemente
incubadas com o anticorpo priméario anti-SIRT1 (Abcam, ab110304) em BSA 1%
diluido em PBST overnight e lavado em PBST 3 vezes. ApéOs lavagem, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario HRP-antimouse especifico,
diluido BSA 1%, por 2 horas, e posteriormente lavadas por 3x com PBST. Os
componentes imunorreativos foram revelados a partir de substratos
quimioluminescentes. As bandas obtidas foram submetidas a anélise semi-
guantitativa por densitometria 6ptica (Software Scion for Windows ®), segundo

Scarano, et al., (2009).
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7. FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS - PROCEDIMENTO ESTATISTICO
Para as variaveis bioquimicas estudadas foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 8 repeticfes, segundo esquema da

analise de variancia (ANOVA):

COEFICIENTE DE VARIACAO G.L.
TRATAMENTOS 3
RESIDUO 29
TOTAL 32

O nivel de significancia adotado nas analises estatisticas foi de 5% de
probabilidade e as estatisticas F foram significativas quando p<0.05. Foi utilizado
Teste de Tukey para a comparacédo entre as médias (ZAR, 1996).

Os resultados obtidos para expressao da SIRT 1 foram submetidos ao teste

nao paramétrico de Mann-Whitney com analise estatistica F considerando p<0.05.
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Resultados



O consumo tanto alimentar como de agua pelos animais diabéticos nao
tratados (G3) foi maior (p<0.05) em comparacdo aos demais grupos. Embora a
administracdo de RSV tenha diminuido a quantidade de racéo ingerida e 0 consumo
de agua em animais diabéticos (G4), ndo foi suficiente em reduzir aos valores
obtidos para os animais do grupo controle (G1-Tabelal). Nota-se que a energia
ingerida também foi elevada em G3 e apresentou queda (p<0.05) com a
administracdo de RSV (Tabela 1 e Figura 3).

Quanto ao peso corporal, ndo houve diferenca significante entre os grupos
controle (G1) e tratados com RSV (G2). Porém, animais diabéticos ndo tratados (G3)
demonstraram reducdo no peso corporal no final do periodo experimental,
comparativamente aos demais grupos. Ao passo que, 0s animais do grupo G4
apresentaram aumento significante no peso corporal em relacdo aos animais do

grupo G3 (Tabela 1 e Figura 4).
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TABELA 1. Resultados médios obtidos para consumo alimentar, consumo de agua,
energia ingerida e peso corporal para os diferentes grupos

experimentais.

Grupos

Parametros

G1 G2 G3 G4

Consumo
_ 27,82+0,04b 26,96+0,14a 42,81+0,17d 38,30+0,89c
alimentar g/d

Consumo de agua

Lid 39,87+2,08a 40,05+0,36a 206,51+11,67c 164,85+14,5b
m

Energia Ingerida
Kcal/d

106,28+0,18b  103,00+0,56a 163,57+0,65d  146,31+3,20c

Peso corporal g 394,36+25,10c 381,88+36,56c 188,61+33,06a 257,09+51,29b

- _______________________________________________________________________|
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= RSV; G3= diabéticos; G4= diabéticos + RSV.




FIGURA 3. Valores médios obtidos para energia ingerida (Kcal/d).

Energia Ingerida (Kcal/d)

FIGURA 4. Valores médios obtidos para peso corporal final.
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A Tabela 2 mostra a glicemia e o perfil lipidico no soro dos animais
pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Pode-se verificar que os animais
diabéticos apresentaram aumento hna concentracdo sérica de (glicose,
comparativamente aos demais grupos. A administracdo de RSV em animais
diabéticos demonstrou reducéo significante neste parametro comparado ao G3,
porém nao apresentou alteracdes significantes em comparacao aos grupos G1 e G2,
0s quais nao diferiram entre si (Figura 5). Animais diabéticos submetidos ao
tratamento com RSV (G4) apresentaram reducdo do nivel sérico de colesterol total,
comparativamente aqueles diabéticos ndo tratados (G3). Nota-se que ndo houve
alteracdes significantes na concentracao de colesterol total entre os grupos G1, G2 e
G3 (Tabela 2 e Figura 6).

A concentracdo tanto de triacilglicerdis como de VLDL-colesterol ndo diferiu
de forma significante entre os grupos G3 e G4. Animais nao diabéticos
suplementados com RSV (G2) demonstraram maior nivel sérico de triacilglicerdis e
VLDL-colesterol em relacdo ao grupo G1, o qual n&o diferiu dos grupos G3 e G4
(Tabela 2 e Figura 6).

Como demonstrado na Tabela 2 e Figura 6, animais que receberam
estreptozotocina (G3) apresentaram diminui¢do (p<0.05) na concentracdo sérica de
HDL-colesterol, em relagdo aos demais grupos experimentais, 0s quais nao

mostraram diferencas significantes.
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TABELA 2. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de glicose,
colesterol total, triacilglicerdis (TG), VLDL-colesterol (VLDL) e HDL-

colesterol (HDL) para os diferentes grupos experimentais.

Grupos

Parametros

Gl G2 G3 G4
___________________________________

G”C/%SLG 123,09+19,75a 132,03+40,30a 471,06+73,26b 161,40+27,91a
mg

CO'%SLtefol total  79.82+828ab 81,11+12,50ab 105,02+33,07b  70,37+11,77a
mg

Tria/lgingliceféiS 131,67+19,75a 188,62+34,19b 161,59+27,94ab 140,40+18,90a
mg

VLDL 26,33t395a  37,72¢6,84b  32,32¢559ab  30,17+7,70ab
mg/dL
HoL 52,03+14,080  61,66:7,58b  28,53:10,20a  58,61:22,62b
mg

- ________________________________________________________|
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= RSV; G3= diabéticos; G4= diabéticos + RSV.



FIGURA 5. Valores médios obtidos para glicose sérica (mg/dL).

Glicose (mg/dL)

600 ~

500 -

400

300 A

200 -

100 -

— o

I G1
7] G2
B G3
RXX] G4

o

GRUPOS
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N&o houve diferencas significativas para a concentracdo sérica de proteinas
totais entre os grupos experimentais (Tabela 3, Figura 7).

Animais diabéticos mostraram aumento significante para o nivel sérico de
ureia. Enquanto aqueles diabéticos tratados com RSV, apresentaram reducéo neste
parametro nitrogenado, porém sem atingir os valores obtidos para os animais do
grupo controle (G1 — Tabela 3; Figura 8).

Na Tabela 3 e Figura 9, observa-se que RSV diminuiu a concentracdo de
creatinina no soro de animais diabéticos (G4) ou normais (G2). Nota-se que néo
houve alteracBes significantes no nivel séricos de creatinina entre os grupos G1 e
G3.

O grupo diabético nédo tratado (G4) apresentou atividade sérica de lactato
desidrogenase estatisticamente maior em relacdo aos demais grupos. Embora a
suplementacdo de RSV em animais diabéticos tenha reduzido a atividade da lactato
desidrogenase, esta ndo atingiu os valores obtidos para G1, o qual nao diferiu de G2

(Tabela 3 e Figura 10).
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TABELA 3. Resultados médios obtidos para a concentracdo sérica de proteinas
totais (Pt), uréia, creatinina e lactato desidrogenase (LDH) para os

diferentes grupos experimentais.

Grupos

Parametros

G1 G2 G3 G4
]

F’/fglfe"nas totais g 67+0,76a 5.42+0,75a 5.62+1,08a 5,29+1,52a
g

Ureia 4811+14,27a 64,53+9,09ab 124,09+11,42c 78,84+32,29b
mg/dL
Creatinina 3,13+0,57bc  2,25+0,68a 3,66+0,23cC 2,37+0,80ab
mg/dL
LDHI/L 107,22+13,85a 97,02+12,04a 185,76+18,20c 147,42+17,97b
nmo

|
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencgas significantes entre
0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= RSV; G3= diabéticos; G4= diabéticos + RSV.
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FIGURA 7. Valores médios obtidos para concentracdo sérica de proteinas totais

(g/dL).
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FIGURA 8. Valores médios obtidos para concentragdo sérica de uréia (mg/dL).
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FIGURA 9. Valores médios obtidos para concentracéo sérica de creatinina (mg/dL).
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FIGURA 10. Valores médios obtidos para concentracdo sérica de LDH (nmol/L).
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A Tabela 4 apresenta a atividade das enzimas marcadoras do metabolismo
energético cardiaco. Nao foram observadas diferencas significativas na atividade da
enzima LDH entre os grupos experimentais (Figura 11).

A atividade da enzima citrato sintase (Figura 12) foi maior no grupo G3
(p<0.05), em relacdo aos demais grupos. E pode-se verificar que RSV causou
diminuicdo na atividade desta enzima em animais diabéticos (G4). No entanto, nao
foi possivel observar diferenca significante entre este grupo e aqueles considerados
normais que receberam apenas RSV.

Nota-se que a atividade da OHADH esteve elevada (p<0.05) no tecido
cardiaco dos animais submetidos ao diabetes experimental (G3). Entretanto, o
tratamento com RSV evitou o aumento da atividade OHADH em animais diabéticos

pertencentes ao grupo G4, o qual néo diferiu de G1 e G2 (Tabela 4; Figura 12).
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TABELA 4. Resultados médios obtidos para a concentracdo cardiaca de lactato
desidrogenase (LDH), citrato sintase (CS) e pB-Hidroxiacil CoA

desidrogenase (OHADH), para os diferentes grupos experimentais.

Grupos

Parametros

Gl G2 G3 G4

LDH ~ 11557+24,94a 111,52+22,39a 105,02+14,43a 114,86+29,59a
nmol/g tecido

Cs
nmol/mg
tecido

OHADH
nmol/mg

tecido
|
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferenc¢as significantes entre

0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= RSV; G3= diabéticos; G4= diabéticos + RSV

108,64+19,07a 120,32+17,45ab 164,42+18,86c 137,47+16,39b

133,10+6,73a  136,25+6,48a  173,78+9,57b  140,07+6,97a
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FIGURA 11. Valores médios obtidos para concentragdo tecidual de LDH (nmol/g

tecido).
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FIGURA 12. Valores médios obtidos para concentracdo tecidual de CS e OHADH
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A concentracao de glicogénio apresentou-se diminuida sob estado diabético,
engquanto a suplementacdo de RSV foi suficiente para elevar, de forma significante,
a quantidade deste polissacarideo no tecido cardiaco de animais diabéticos, obtendo
valores préximos aos obtidos pelos animais dos grupos G1 e G2 (Tabela 5; Figura
13). Nao foram observadas alterac6es (P>0.05) no contetdo de proteinas totais no

miocardio (Tabela 5; Figura 14).

TABELA 5. Resultados médios obtidos para a concentracdo cardiaca de glicogénio

e proteinas totais para os diferentes grupos experimentais.

Grupos
Parametros
Gl G2 G3 G4
|
Glicogénio
mg/g tecido 50,35+3,11b  58,80+7,45b 38,04+6,90a 55,55+10,07b

Proteinas totais 18 64+1,94a  17,51+1,79a  17,75+2,6la  18,14+2,92a
mg/100mg tecido

Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= RSV; G3= diabéticos; G4= diabéticos + RSV.
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FIGURA 13. Valores médios obtidos para concentragéo tecidual de glicogénio (mg/g
tecido).
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Na Tabela 6 estdo apresentados os valores obtidos para a avaliacdo do
estresse oxidativo no tecido cardiaco dos animais. A concentracdo cardiaca de
glutationa reduzida esteve diminuida nos animais diabéticos ndo tratados (G3). Ao
passo que o tratamento com RSV elevou este parametro tanto em G2 como em G4.
Nota-se que a concentracdo de glutationa reduzida em G2 foi significativamente
maior em comparacdo a G1, enquanto G4 ndo diferiu de G1. Analisando a
concentracdo de glutationa total, verifica-se que ndo houve diferencas significantes
entre 0s grupos experimentais (Tabela 6; Figura 15).

Nota-se que os animais com diabetes induzido demonstraram elevacao na
concentracdo de hidroperoxido de lipidio, em comparacdo a G4, o qual nao diferiu
de G1 e G2 (Figura 16). A atividade da SOD foi menor no grupo G3 e maior em G1.
Enquanto os grupos normal e diabético ao receberem RSV mostraram aumento
(p<0.05) na atividade desta enzima (Figura 17).

Conforme a Figura 18 pode-se verificar que RSV foi eficiente em elevar a
atividade da glutationa peroxidase no tecido cardiaco de animais diabéticos (G4), o

qual néo diferiu do grupo controle (G1).
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TABELA 6. Resultados meédios obtidos para a concentracdo cardiaca de,
hidroperoxido de lipidio (HP), superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px), glutationa reduzida (GSH) e glutationa total

(GSH total) para os diferentes grupos experimentais.

Grupos
Parametros
G1 G2 G3 G4
|
GSH _ 6,27+0,68b 7,62+0,84c 3,65+0,58a  6,63+0,76bc
nmol/mg proteina
GSH total _ 14,15+2,23a 15,57+2,42a  12,98+2,40a  15,97+1,79a
nmol/mg protein
HP
nmol/g tecido 202,55+30,78ab 190,97+28,27ab 236,01+39,58b 189,15+34,65a
SOD , 13,81+1,09¢c 12,22+1,05b 7,48+0,96a 12,20+0,80b
nmol/mg proteina
GSH-Px 20,31+1,79b 20,98+1,24b 13,92+1,19a  20,69+1,16b

nmol/mg tecido

|
Médias + Desvios Padrdo. Médias seguidas de letras distintas indicam diferencas significantes entre
0s grupos (p<0.05). G1= controle; G2= RSV; G3= diabéticos; G4= diabéticos + RSV.
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FIGURA 15. Valores médios obtidos para concentragdo tecidual de GSH e GSH total

(nmol/mg proteina).
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FIGURA 16. Valores médios obtidos para concentracao tecidual de HP (nmol/g

tecido).
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FIGURA 17. Valores médios obtidos para concentracéo tecidual de SOD (nmol/mg

proteina).
16 -
c I G1
7 G2
i b b B G3
T T KXX G4
= 124
=
‘D
© 10 -
a
o a
E &
I
£
£ 6
a)
O
w4
2 4
0 T 1
GRUPQOS

FIGURA 18. Valores médios obtidos para concentracao tecidual de GSH-Px
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A andlise de western blotting permite verificar que a concentracdo da SIRT1
no musculo cardiaco apresentou tendéncia em elevar-se nos animais, normais e
diabéticos (G2 e G4), que receberam RSV, seguida daqueles diabéticos nao

tratados (G3 — Figura 19).

FIGURA 19. Valores meédios obtidos para concentracdo tecidual de SIRT1/Actina

(IOD—-unidade-arbitréria).
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Discussdo



Resveratrol (3,5,4-trihidroxistibene), pertencente a classe dos polifendis, é
descrito na literatura devido a seus inimeros efeitos farmacologicos (SOLEAS et al.,
2001; DAS; DAS, 2010; DALAKLIOGLU et al., 2013).

No presente estudo, animais submetidos somente a administracdo de
estrepzotocina (G3) desencadearam um quadro de diabete insulino dependente (tipo
1), ou seja, polifagia, polidipsia, reducéo de peso corporal e hiperglicemia.

A administracdo de STZ consiste nhum modelo experimental eficiente para
induzir DM1, possibilitando o estudo de mecanismos fisiopatologicos e a atividade
antiabetogénica de certas substancias. Lenzen (2008) e Kirsten et al., (2010)
relataram o efeito diabetogénico da STZ, a qual destrdi seletivamente as células B-
pancreaticas devido a similaridade da molécula de STZ com a da glicose, permitindo
gue a mesma seja internalizada via transportador GLUT2. Alguns mecanismos séo
propostos para explicar a citotoxicidade produzida pela STZ. A alcalinizacdo do DNA
celular e subsequente ativacdo da poli-ADP ribose sintetase causam deplecédo do
NAD" nas células pancredticas, reducdo na concentracdo de ATP, além de
promover a formacdo de EROs, comprometendo a biossintese e secrecao de
insulina (BOLZAN; BIANCHI, 2002).

O menor peso corporal nos animais de G3, mesmo com maior consumo
alimentar e energia ingerida, pode ser explicado através das condi¢cdes metabdlicas
especiais estabelecidas no quadro diabético. Devido a incapacidade das células
oxidarem adequadamente a glicose, os acidos graxos, provenientes da mobilizacdo
de triacilglicerois armazenados no tecido adiposo (lipolise) sdo preferencialmente
utilizados como substrato oxidavel. Alem disso, ocorre degradacdo oxidativa de
aminoacidos provenientes de proteinas estruturais, especialmente as musculares,

com fornecimento de a-ceto-acidos que podem ser tanto oxidados, para geracéo

49



energia, como direcionados para a gliconeogénese — processo inibido pela insulina
(ORSOLIC et al., 2011). Estes processos metabdlicos ativados no DM1 degradam as
maiores reservas energéticas do organismo, promovendo reducao no peso corporal.

No DM1 observa desequilibrio na homeostase da glicose decorrente,
principalmente pela ativacdo tanto da gliconeogénese como da glicogendlise
hepatica, processos bioquimicos inibidos pela insulina. Desta forma, o figado passa
a exportar moléculas de glicose para a corrente sanguinea (BARTH et al., 2007).
Desde que a insulina estimula a captacdo de glicose pelos tecidos periféricos, a
hiperglicemia é estabelecida e mantida em individuos diabéticos. Contudo, a alta
ingestdo alimentar, verificada nos animais diabéticos nao tratados, também
contribuiu para elevacéo da glicemia.

O aumento no consumo alimentar, em animais diabéticos (G3), pode ser
atribuido a indisponibilidade de moléculas de glicose no meio intracelular, e também
pela eliminacdo excessiva de glicose através da urina (glicosuria), uma vez que ha
hiperglicemia. Assim, na tentativa de diluir o filtrado glomerular ocorre diurese
intensa, devido ao efeito osmoético da glicose nos tubulos renais, prevenindo a
reabsorcdo tubular de liquidos e, portanto elevando o volume de &gua ingerido
(DELVIN, 2007). Esta condicéo priva o organismo de consideravel parte das calorias
ingeridas através da dieta (ARDUINO, 1980).

A suplementagcdo com resveratrol, em animais diabéticos, diminuiu tanto o
consumo alimentar como de 4gua, aumentou o peso corporal e controlou a glicemia
(G4 — Tabela 1 e Figuras 4 e 5). Estes resultados sdo consistentes com Palsamy e
Subramanian (2010) e Chen et al., (2011) ao relatarem os efeitos benéficos do
resveratrol prevenindo a patogénese das complicacdes diabéticas, tais como, perda

de peso corporal e ingestdo alimentar excessiva, causada por distarbios no
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metabolismo da glicose e, opondo-se aos efeitos diabetogénicos causados pela
STZ.

De acordo com Baur et al. (2006) e Lagouge et al. (2006) resveratrol
melhorou os sintomas comuns observados no DM1, ou seja, reduziu a polifagia, o
consumo de agua e normalizou o peso corporal. Os autores também observaram
maior captacdo e utilizacdo da glicose como combustivel metabdlico pelos
hepatocitos, adipécitos e células musculares. Desta forma, pode-se sugerir que 0s
processos metabolicos — gliconeogénese e glicogendlise hepética — responsaveis de
exportar glicose para a corrente sanguinea — foram atenuados e consequentemente
houve maior controle glicémico.

A literatura descreve os possiveis mecanismos de acdo do resveratrol como
substancia antihiperglicémica.

Su et al. (2006) demonstraram que RSV exerce efeito anti-hiperglicemiante
sem alterar os niveis de insulina plasmatica em condi¢Ges diabéticas, indicando que
0 resveratrol atua através de um mecanismo independente de insulina.

Por outro lado, Deng et al. (2008) relataram que o resveratrol pode promover
a fosforilagéo do receptor de insulina (InsR), estimulando a translocacédo da GLUT4
para a membrana plasmatica e consequentemente aumentando a captacdo da
glicose.

O efeito hipoglicemiante esteve relacionado ao potencial antioxidante do
resveratrol, o qual exerceu atividade protetora sobre as células [B-pancreéticas
contra o estresse oxidativo provocado pela STZ (PALSAMY; SUBRAMANIAN 2010;
OZCELIK et al., 2011).

Contudo, estudos revelaram papel importante da via de sinalizacdo do

estradiol (E2), mediada por seu receptor (RE), na regulagcdo do metabolismo da
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glicose (GALLAGHER et al., 2007; COHEN, 2008). Desde que o RE ¢ um modulador
positivo da expressdo da GLUT 4, a sua auséncia em camundongos desencadeou
resisténcia a insulina e, portanto, intolerancia a glicose, indicando a sua importancia
na manutencdo da homeostase da glicose (HEINE et al., 2000; CHAMBON, 2005).
O efeito hipoglicémico do resveratrol pode ser explicado pela similaridade da
estrutura do resveratrol com a do estradiol, revelando alta afinidade por RE. Assim
na presenca de resveratrol, observou-se aumento da expressdo da GLUT 4
(KUIPER et al., 1997; BARROS et al., 2006).

A homeostase da glicose em ratos diabéticos submetidos ao tratamento com
resveratrol contribuiu para normalizar o peso corporal e controlar o consumo de
agua e alimentar.

Estudos epidemioldgicos revelaram que a disfuncdo miocéardica é duas a
cinco vezes mais freqliente em pacientes diabéticos, elevando os indices de
mortalidade, comparados aos ndo-diabéticos (PATEL; GOYAL, 20011). Embora esta
complicacdo seja de etiologia complexa, varias hipoteses, tais como, dislipidemias,
alteracbes no metabolismo de carboidratos e lipidios e estresse oxidativo s&o
extensivamente documentados na literatura como os principais fatores de risco para
o desenvolvimento da cardiomiopatia diabética (WOLD et al., 2005; HAIDARA et al.,
2006; KHULLAR et al., 2010; DENNIS et al., 2013).

Estudos demonstraram que a dislipidemia é considerada fator de risco
importante na prevaléncia de eventos cardiovasculares relacionados principalmente
a aterosclerose (ANDERSON et al., 1997). As consequéncias da doenca vascular
aterosclerotica constituem uma das principais causas de morbimortalidade a

pacientes diabéticos (GOLBERT; CAMPOS, 2008).

52



Existe uma associacdo positiva entre perfil lipidico aterogénico e
hiperglicemia, em condicdes diabéticas (HAIDARA et al., 2006; GLEISSNER et al.,
2007; FERNANDES et al., 2010). Embora esta correlacdo esteja bem documentada
na literatura, no presente estudo os animais com DM1 (G3) ndo demonstraram
aumento no nivel sérico de colesterol total, triacilglicerdis e VLDL-colesterol. Porém
a concentracdo sérica de HDL-colesterol esteve reduzida nestes animais, em
relacdo ao controle (G1 - Tabela 2 e Figura 6).

Animais diabéticos tratados com RSV apresentaram os menores valores para
colesterol total, com significancia em relacdo aqueles diabéticos néo tratados (G3).
Desde que ha correlacdo direta entre hiperglicemia, glicacdo da lipoproteina LDL-
colesterol e aumento de colesterol total (SANCHEZ-VERA et al., 2007; HAYER et al.,
2007), no presente estudo a reducdo no nivel sérico de colesterol total, pode ser
devido ao maior controle glicémico promovido pelo resveratrol.

Auger et al. (2002) relataram que polifendis presentes no vinho tinto
reduziram os niveis plasmaticos de colesterol.

Neste contexto, a alta glicemia promove a glicacdo das lipoproteinas LDL-
colesterol, desta forma, as LDL-glicadas apresentam baixa especificidade com seu
receptor de membrana, o que comprometeria 0 reconhecimento entre a célula e a
fracdo lipoproteica e, consequentemente a internalizagdo da LDL-colesterol
(VALASTYAN et al., 2008). Considerando que as LDL-colesterol sdo as principais
lipoproteinas responsaveis pelo transporte de colesterol através do plasma
sanguineo (VOET et al.,, 2008), o seu acumulo, neste meio, reflete aumento na
concentracdo de colesterol total. Desde que a hiperglicemia no DM esteja
intimamente relacionada com dislipidemia, a reducéo na glicemia em animais de G4,

pode de «certa forma, ter impedido a glicacdo das LDL-colesterol e

53



consequentemente reduzido o nivel de colesterol total. Assim, Johansen, et al.,
(2005) salientou a importancia do controle glicEmico como fator benéfico contra a
aterogénese diabética.

Estudos evidenciaram que a enzima hepatica 27-hidroxilase, responsavel pela
degradacdo hepatica do excesso de colesterol, aumentou na presenca do
resveratrol, diminuindo, portanto, a concentracao intracelular de colesterol, condi¢ao
basica para que ocorra a captacdo de LDL-colesterol pela célula (VOLOSHYNA et
al., 2012).

Além disso, outros estudos mostraram o envolvimento do RSV durante a
internalizacdo celular das LDL-colesterol, através de uma cascata de sinalizacao
molecular com a participacdo principalmente do PPARYy (receptor proliferador
ativado por peroxisossomos) (TOBIN et al. 2000).

Alguns mecanismos tém sido propostos para explicar as propriedades anti-
aterogenicas do resveratrol, incluindo a inibicdo da lipoperoxidacdo e, portanto a
manutenc¢ao estrutura intacta da LDL-colesterol (FREMONT et al., 1999), modulacao
da agregacdao plaquetaria (WANG et al., 2002) e reducédo da inflamacdo mediada por
macréfagos (TSAI et al., 1999)

Nota-se que a administracao apenas de RSV (G2) aumentou 0s niveis séricos
tanto de triacilgliceréis como de VLDL-colesterol, comparativamente aqueles obtidos
para os animais controle (G1).

No DM tipol a lipdlise no tecido adiposo esta estimulada, resultando em
liberacdo de acidos graxos livres que sao transportados para o figado, onde sao
oxidados e/ou reesterificados em triacilglicerdis, os quais sao incorporados em

VLDL-colesterol e exportados para a corrente sanguinea (GODBERG et al., 2008).
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Conforme Valastyan et al. (2008) a concentracéo de triacilgliceroéis e de VLDL-
colesterol na corrente sanguinea depende basicamente de dois processos
metabdlicos, ou seja, a biossintese hepatica de triacilgliceris e da remocéao
plasmatica das lipoproteinas VLDL-colesterol e quilomicrons, que consiste no
catabolismo extra-celular destas lipoproteinas tanto no tecido adiposo como no
musculo.

Embora estes eventos metabdlicos sejam observados em condicdes
diabéticas, no presente estudo, ndo houve aumento significante na concentracao
sérica de triacilglicerois e de VLDL-colesterol em animais diabéticos, resultados
opostos foram obtidos por Gleissner et al. (2007) ao demonstrarem aumento nestes
lipidios no DM1, a medida que a atividade da lipase lipoproteica diminuia.

Além disso, a suplementacdo de RSV em animais diabéticos (G4) apresentou
tendéncia em reduzir, porém de forma ndo significante, estes parametros. No
entanto verifica-se reducdo significante de triacilgliceréis, quando RSV é
administrado em condic¢des diabéticas (G4), em comparacéo a G2.

Esta tendéncia em reduzir, principalmente os niveis de triacilgliceréis, pode
ser explicada pelo maior controle glicémico promovido pelo RSV, o que pode ter
refletido em menor lipdlise e, consequentemente menor sintese de novo de
triacilglicerdis, a partir de acidos graxos excedentes no tecido hepético, conforme
relatado por Cardoso et al. (2011).

Quanto a concentracao de HDL-colesterol, verifica-se que animais diabéticos
nao tratados com RSV (G3) apresentaram menores valores para esta fracao
lipoproteica (Tabela 2 e Figura 6). Estes resultados séo respaldados na literatura ao
relatar a correlacao direta entre decréscimo na taxa de HDL-colesterol e aumento no

fator de risco para acidentes cardiovasculares em pacientes diabéticos, pois a falta
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desta lipoproteina no plasma sanguineo compromete o transporte invertido do
colesterol, ou seja, o deslocamento do excesso de colesterol dos tecidos extra-
hepaticos para o figado (REBOLLEDO; DATO, 2005; COSTACOU et al., 2008).

A suplementacdo de RSV, em animais diabéticos (G4) foi eficiente em
aumentar a concentracao de HDL-colesterol, indicando seu efeito anti-aterogénico.

Os niveis plasmaticos de creatinina e de uréia refletem a taxa de filtracdo
renal, de forma que a elevacdo destes compostos nitrogenados indica deficiéncia
renal. Assim a dosagem de creatinina e de uréia no sangue torna-se importante para
avaliacdo da funcdo renal, pois a concentracdo esta aumenta a medida que a
velocidade da filtracdo glomerular diminui (GONZALEZ, 2009; LIMA, 2009). No
presente estudo a deficiéncia renal foi evidenciada através da analise sérica de uréia
e de creatinina.

Estudos clinicos demonstraram que a hiperglicemia € um importante fator
para o desenvolvimento e progressao de doencas renais em pacientes diabéticos
(HAIDARA et al., 2009).

No DM1 ocorre alteracdes no metabolismo de carboidratos, os quais ndo sao
adequadamente utilizados como substrato energético. Neste caso proteinas
teciduais sdo catabolisadas e a cadeia carbdnica dos aminoacidos é empregada
como combustivel metabdlico e o grupamento a-amino, na forma de ion amdnio
(NH"4), é convertido em uréia no figado (EL-DEMERDASH et al., 2005; VOET et al.,
2008). Embora nao tenha sido observado alteragdes na concentracdo de proteinas
séricas e cardiacas entre 0s grupos experimentais, nota-se aumento no nivel sérico
de uréia nos animais diabéticos (Tabelas 3 e 5 e Figuras 7, 8 e 14). Este aumento
pode indicar algum grau de comprometimento tanto hepatico como renal, desde que

a uréia é formada exclusivamente no figado e excretada pela urina.
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A creatinina € um composto nitrogenado, formado a partir da desfosforilacédo
da fosfocreatina. O musculo esquelético é o principal depoésito de fosfocreatina e,
portanto, torna-se relevante na producdo de creatinina, a qual é lancada na
circulacdo sanguinea e excretada através da urina (HEYMSFIELD et al., 2005).
Como a producdo de creatinina € relativamente constante, aumentos na
concentracdo plasmatica desse composto indicam diminui¢cdo da excrecao renal.

Estes resultados estdo de acordo com Saeed et al. (2008) ao relatarem que a
disfuncéo renal, em condi¢des diabéticas, pode contribuir para a elevagéo tanto de
uréia como de creatinina.

Adicionalmente, as alteracfes renais podem ser acompanhadas com as
dislipidemias. Embora o controle da glicemia seja o principal fator na prevencao da
nefropatia diabética, a elevacdo no colesterol total sérico pode estar associada a
funcao renal (MULEC et al., 1990). O controle da hipercolesterolemia tem sido eficaz
na reducdo da nefropatia diabética (MATHUR et al., 2002).

Varios mecanismos podem explicar a relagcdo entre disfuncdo renal,
acompanhada por proteinuria e dislipidemia. Viziri et al, (2001) verificaram que a
hipoalbunemia estimula a atividade da hidroximetil glutari-CoA redutase,
consequentemente maior sintese de colestrol e hipercolesterolemia. A baixa
concentracdo de HDL-colesterol também esteve associada a proteinuria elevada,
uma vez que as anormalidades renais reduzem a atividade da lecetina-colesterrol
acil tarnsferase, enzima aderia a superficie desta lipoproteina (VIZIRI et al., 2003).
Desta forma, pode-se explicar a diminuicdo tanto de uréia como de creatina em
animais diabéticos tratados com RSV, uma vez que o composto foi eficiente em
reduzir o nivel sérico de colesterol e controlar a glicemia, indicando o efeito benéfico

do RSV sobre a toxicidade renal.
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A LDH é uma enzima com alta atividade no tecido cardiaco que catalisa a
conversao reversivel do piruvato a lactato, sendo de fundamental importancia no
metabolismo glicidico, em processos envolvendo a glicélise anaerobica. Sua elevada
atividade sérica torna-se importante no diagnostico de lesdes celulares que
provocam seu extravasamento para a corrente sanguinea, principalmente do tecido
cardiaco (BURTIS et al., 2008).

A elevada atividade sérica da LDH observada em animais diabéticos néo
tratados (G3-Tabela 3 e Figura 10) comprovam que o diabetes induzido pela
estreptozotocina pode ter provocado algum de toxicidade cardiaca, pois segundo El-
Demerdash et al. (2005) e Kumar et al. (2006) estas lesdes provocam a liberacdo do
conteudo enzimatico para meio extracelular. Os resultados obtidos, no presente
estudo, sdo concordantes com Sekar et al. (2005) que observaram aumento na
atividade da LDH no plasma sanguineo de ratos diabéticos com isquemia cardiaca.

A atividade da LDH no soro foi reduzida com a administracdo do RSV em
ratos diabéticos, indicando a sua eficiéncia em atenuar os efeitos toxicos provocados
pela estreptozotocina e, portanto, seu potencial cardioprotetor. Estes resultados sao
respaldados por Patel e Goyal (2011) ao descreverem que o0 RSV diminuiu a
atividade da LDH em condicdes diabéticas e menor disfun¢éo cardiaca.

A LDH exerce papel indispensavel para reoxidar o NADH, em condi¢des
anaerobicas, sempre que a razdo NAD'/NADH estiver baixa e, isto € possivel
durante a interconverséo do piruvato a lactato (KAVANAGH et al., 2004).

Estudos revelaram que a atividade cardiaca da LDH aumenta no diabetes
mellitus tipo 1, o que pode indicar comprometimento no metabolismo aerobico, tais
como [-oxidacéo, ciclo do acido citrico e fosforilacdo oxidativa (PUNITHA et al.,

2005; FERNANDES et al., 2010).
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Contudo, nota-se que a LDH ndo teve sua atividade alterada no tecido
cardiaco, sugerindo que os processos bioquimicos oxidativos mitocondriais foram
preservados, mesmo com alta atividade sérica no grupo dos animais diabéticos (G4-
Tabela 4 e Figura 11).

A normalizacdo da atividade da LDH nos tecidos é importante para garantir
proporcdes adequadas de piruvato e NADH, fornecidos através da glicélise e, que
sejam posteriormente oxidados a aceti-CoA e fosforilacdo oxidativa,
respectivamente (PALSAMY; SUBRAMANIAN, 2008).

A continuidade das vias metabdlicas na mitocondria das células cardiacas,
em ratos diabéticos (G3), pode ser verificada através da elevada atividade tanto da
B-hidroxiacil-CoA desidrogenase e como da citrato sintase, enzimas biomarcadoras
das vias B-oxidacéao e ciclo do acido citrico, respectivamente.

A elevacdo na atividade destas enzimas nos animais diabéticos pode ser
decorrente da alta lip6lise, proporcionando maior fluxo de acidos graxos para o
tecido cardiaco, onde sao B-oxidados a acetil-CoA, a qual é oxidada no ciclo do
acido citrico.

De fato, alta taxa da B-oxidacéo foi observada no DM1, elevando a producao
de acetil-CoA, a qual causa feedback negativo sobre a atividade da piruvato
desidrogenase que representa o ponto de entrada do piruvato para ser oxidado
aerobicamente e, isto acarreta baixa oxidacdo da glicose (LOPASCHUK et al.,
2010).

Estudos revelaram que o aumento na utilizacdo e oxidacao de acidos graxos
em detrimento a oxidacao da glicose no miocardio exerce papel fundamental para o
desenvolvimento da cardiomiopatia diabética que esta associada as anormalidades

no metabolismo de lipidios, onde a taxa de captacdo e oxidacdo de acidos graxos
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livres pelas células cardiacas € diretamente proporcional a severidade da
patogénese (ROLO; PALMEIRA, 2006; VASSORT; TURAN, 2010; PATEL; GOYAL,
2011).

A elevada oxidacdo de acidos graxos libera grande quantidade de
equivalentes redutores (NADH e FADH), os quais se reoxidam liberando elétrons na
cadeia respiratéria mitocondrial, aumentando assim o fluxo de elétrons, o que pode
ocasionar a estagnacdo e saida de elétrons da membrana mitocondrial interna.
Nestas condicbes, pode ocorrer reducdo parcial do oxigénio molecular e formar as
espécies reativas de oxigénio (EROSs), principalmente o anion superéxido (OTANI,
2002). Westbrook et al. (2009) relataram que o aumento da atividade na membrana
mitocondrial eleva a geracao das EROs.

Neste contexto, a modulacdo do combustivel metabdlico no miocardio, no
sentido de diminuir a oxidacdo de acidos graxos e aumentar a oxidacédo de glicose
como substrato oxidavel, torna-se relevante com a utilizacdo de agentes
farmacoldgicos com acao hipoglicemiante e antioxidante.

A melhora no metabolismo energético cardiaco em condicdes diabéticas pode
ser um método para prevenir ou atenuar a disfuncéo cardiaca (LOPASCHUCK et al.,
2007).

A oxidacdo de acidos graxos para obtencdo de energia requer elevada
concentracdo de oxigénio, podendo constituir fonte enddégena para geracdo de
radicais livres, deste modo, a elevacdo na oxidacdo da glicose miocéardica que
requer proporcionalmente menor quantidade de oxigénio, pode apresentar efeitos
benéficos, permitindo adequada obtencdo de energia em condi¢cdes de baixa tenséo
de oxigénio, constituindo importante alvo da terapia metabdlica. Sendo assim,

componentes da dieta ou a suplementacdo de compostos capazes de modular o
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metabolismo energético podem apresentar importante papel terapéutico
(LOPASCHUCK et al., 2007).

No presente estudo, a administracdo de RSV em animais diabéticos, foi
eficiente em reduzir a atividade da B-hidroxiacil-transferase e da citrato sintase,
sugerindo que RSV promoveu maior captacao e utilizacdo da glicose e normalizou o
metabolismo de lipidio, provavelmente por controlar a lipdlise. Estes resultados
estdo de acordo com Rocha et al. (2009) ao relatarem que o RSV aumentou a
utilizacao de glicose no tecido hepatico.

O glicogénio, um polimero ramificado de residuos de glicose, sintetizado pela
enzima glicogénio sintase, € a forma armazenavel da glicose e sua quantidade em
varios tecidos € uma manifestacdo direta da insulina, por estimular a atividade da
glicogénio sintase e inibir a glicogénio fosforilase (PEDERSON et al., 2005).

No modelo de inducdo do DM1 utilizado, através da administracdo de STZ,
ocorre diminui¢cdo dos niveis de insulina, e isso € responsavel por diminuir os niveis
de glicogénio nos tecidos que o estocam (BISHOP, 1970; WHITTON; HEMS, 1975;
GOLDEN et al., 1979).

A administracdo de RSV em animais diabéticos (G4) regulou o estoque de
glicogénio no musculo cardiaco.

Varios estudos tém demonstrado que o diabetes mellitus esta associado ao
estresse oxidativo, através da producéo excessiva de ERO e/ou reducédo do sistema
enddgeno antioxidante (BROWNLEE, 2005; COSKUN et al., 2005; VICENTINI et al.,
2011).

Espécies reativas de oxigénio, tais como anion superoxido (O73), radical
hidroxil (OH) e peroxido de hidrogénio (H,O;) sédo continuamente produzidos em

varios tipos celulares sob condic¢des fisiologicas. O nivel das EROs é regulado por
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sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (VASSORT; TURAN, 2010).
O desequilibrio entre a producédo e a neutralizacdo das EROs leva ao estado de
estresse oxidativo, o qual torna-se determinante nas complicacfes cardivasculares
associadas ao DM.

Ha grande numero de métodos laboratoriais para determinar o estado
oxidante/antioxidante. Entre os propostos como biomarcadores do estresse oxidativo
estdo a determinacdo da concentracdo de HP, a quantificacdo de compostos
antioxidantes, marcadores da oxidacdo protéica e do acido desoxirribonucléico e a
atividade das enzimas antioxidantes (NOVELLI, 2005).

A glutationa reduzida, importante substrato da glutationa peroxidase, esteve
diminuida no tecido cardiaco dos animais diabéticos (G3 — Tabela 6 e Figura 15).
Palsamy e Subramanian (2010) relataram que o declinio no sistema de defesa
antioxidante ndo-enzimatico expfe 0s miocitos a susceptibilidade ao estresse
oxidativo. Parveen et al. (2013) observaram baixo nivel de glutationa reduzida no
figado e pancreas em condicdes diabéticas. H& evidéncias que o controle
inadequado da glicemia estd associado ao estresse oxidativo. Estudos in vitro, sob
condicdbes de elevada concentracdo de glicose, revelaram decréscimo na
concentracdo da glutationa reduzida (MARCO et al.,, 2009). A quantidade de
glutationa reduzida no tecido aértico apresentou correlagdo negativa com o nivel de
glicose sanguinea, sugerindo desequilibrio no status redox celular (TACHI et al.,
2001). Likidlilid et al. (2007) relataram maior taxa de consumo da glutationa reduzida
nos eritrocitos, devido a diminuicdo da via pentose fosfato que regenera o NADPH, o
qual participa como equivalente redutor durante a reducéo da glutationa oxidada.

No presente estudo, nota-se que concentracdo cardiaca de glutationa

reduzida aumentou nos animais diabéticos tratados com resveratrol (G4 Tabela 6 e

62



Figura 15). Desde que a hiperglicemia crbnica € persistente e frequentemente
associada com o declinio acentuado na concentracdo intracelular de substancias
antixiodantes, a melhora no nivel de glutationa reduzida, pode ser atribuido ao
melhor controle glicémico promovido pelo resveratrol.

Outro possivel mecanismo seria a atuacdo do RSV sobre a atividade da
glutationa redutase, enzima responsavel pela reducdo da glutationa a partir da sua
forma oxidada (GSSG). Dalaklioglu et al. (2013) relataram que o RSV manteve a
concentracdo da glutationa reduzida (GSH) por aumentar a atividade hepatica da
glutationa redutase.

A protecao da célula contra estresse oxidativo foi verificada com aumento na
razdo GSH/GSSG, mantendo desta forma, a homeostase do estado redox através
do sistema glutationa na presenca de RSV (CHEN et al., 2011).

A elevada concentracdo de hidroperéxido de hidrogénio, subproduto da
peroxidacdo dos acidos graxos insaturados dos fosfolipidios das membranas
biolégicas, esteve relacionada a maior deplecdo da glutationa reduzida em
adipdcitos isolados (BISWAS et al., 2005; IVANOV et al,, 2011).

Houve tendéncia em aumentar a concentracdo de HP no miocérdio dos
animais diabéticos (G3 — Tabela 6 e Figura.16). O estresse oxidativo e
lipoperoxidacéo com elevagcdo no HP pode afetar a funcdo miocardica de maneira
similar ao dano induzido pela isquemia e subsequente reperfucéo, incluindo perda
celular de K*, deplecdo de ATP e diminuicdo da fungdo metabdlica (MALLET et al.,
2005).

Estes resultados s&o consistentes com Likidlilid et al. (2007) ao relatarem que
pacientes diabéticos suscetiveis ao estresse oxidativo apresentaram associagao

entre hiperglicemia e peroxidacdo mediada pelas EROs. Patel e Goyal (2011)

63



evidenciaram que o aumento na geracdo de EROs pode provocar remodelacéo
cardiaca por dano celular, o qual contribui com alteracées morfolégicas e funcionais
que estiveram associadas a cardiomiopatia diabética. Os autores salientaram o
beneficio em reduzir a peroxidacao lipidica no sentido de amenizar as complicacdes
cardiovasculares em pacientes com DM1.

A suplementacdo de RSV em animais diabéticos resultou em menor producéo
de HP (Tabela 6 e Figura 16). Estes resultados sédo respaldados na literatura.
Dalaklioglu et al. (2013) demonstraram que o RSV diminuiu a lipoperoxidacao
hepatica e, portanto, a producdo de hidroperéxido de lipidio. Véarios estudos tém
descrito a habilidade do resveratrol em quelar o anion superdoxido e o radical
hidroxila, os quais podem iniciar o processo da lipoperoxidacdo. Palsamy e
Subramanian (2010) também observaram queda neste processo, na presenca de
resveratrol.

O estresse oxidativo no diabetes, com aumento mitocondrial de EROs, esta
associado a véarios mecanismos envolvendo a hiperglicemia como fator principal,
que resulta na estimulagdo da via poliol, producao intracelular de precursores dos
produtos de glicacdo avancada (AGE), ativacdo da proteina quinase C (PKC) e
ativacao da via da hexosamina (LAPOLLA et al., 2005; ROLO; PALMEIRA, 2006;
SILVA et al., 2011).

A superéxido dismutase pertence a série de enzima com agdo antioxidante,
responsavel por catalisar a dismutagcdo do anion superdxido em peréxido de
hidrogénio. Desde que a cadeia respiratoria mitocondrial € a principal fonte
intracelular de anion superoxido (O7;) a atividade da SOD é de grande importancia

na regulagao dos niveis de O’ mitocondrial (CHEN et al., 2011).
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Animais diabéticos nao tratados (G3 — Tabela 6 e Figuras 17 e 18)
apresentaram os menores valores para atividade tanto da SOD como da GSH-Px.
Estes resultados foram semelhantes aos encontrados por Sindhu et al., (2004) e
Aksoy et al., (2005) ao observarem deplecdo no mecanismo endogeno das defesas
antioxidantes no diabetes, com alteracfes na atividade das enzimas antioxidantes.
Majithiya e Balaraman (2005) associaram o decréscimo do sistema antioxidante a
hiperglicemia, devido a glicacdo das enzimas antioxidantes, em especial a SOD,
podendo alterar a estrutura e a catélise enzimatica, exacerbando, deste modo, o
estresse oxidativo.

Segundo Sarkhail et al. (2007) a atividade das enzimas antioxidantes, GSH-
Px e SOD, tem mostrado importante papel ha manutencao dos niveis fisiolégicos de
peréxido de hidrogénio, decorrente da dismutacdo do radical superoxido, gerados
durante a exposicao a estreptozotocina.

Desde que a atividade da GSH-Px depende de niveis adequados de
glutationa reduzida, a qual requer NADPH, como equivalente redutor, a baixa
atividade da enzima pode ser explicada pela falta de NADPH, que é reduzido pela
via pentose fosfato. Além disso, essa coenzima € utilizada pela via do poliol que esta
ativada em condigdes hiperglicémicas, contribuindo para diminuir a disponibilidade
celular de NADPH, e, consequentemente a atividade da GSH-Px (BROWNLEE,
2005).

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o resveratrol
aumentou a atividade das enzimas antioxidantes no tecido cardiaco de ratos com
diabetes, em comparacéo aqueles nao tratados (Tabela 6 e Figuras 17 e 18).

O efeito cardioprotetor, mediada pelo RSV, tem sido atribuida ao controle do

estresse oxidativo, em estudos realizados in vivo e in vitro (MOVAHED et al., 2012).
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Os autores explicaram que a diminuicdo do estresse oxidativo pode ser atribuida a
preservacao da atividade das enzimas antioxidantes pelo RSV.

Estudos revelaram que os efeitos do RSV tém sido atribuidos a habilidade de
induzir a atividade da proteina SIRT1 (Silent information regulator) (HOWITZ et al.,
2003; WOOD et al.,, 2004; BORDONE; GUARENTE, et al., 2005; RODGERS;
PUIGSERVER, 2007; SUN et al., 2007).

SIRT1, proteina pertencente a Classe das histonas deacetilases, enzimas
redox sensiveis e dependentes de NAD celular como cofator para a deacetilacédo
(IMAI et al., 2000; LANDRY et al., 2000). Esta proteina regula uma ampla variedade
de processos celulares como apoptose e sobrevida celular, sinalizacdo enddcrina,
transcricdo génica, dentre outros. Mais especificamente, sugere-se que SIRT1
apresenta papel na regulacdo da homeostase glicEmica (LAGOUGE et al., 2006;
MILNE et al.,, 2007) e pode estar envolvida na cascata de sinalizacdo da insulina
(ZHANG et al, 2007).

Através da Figura 19 pode-se notar que a expressdo cardiaca da SIRT1
esteve elevada em animais diabéticos ndo tratados, comparativamente ao controle
(G1). Nesse sentido, Sulaiman et al.,, (2010) relataram que animais diabéticos
apresentaram alta expressao da SIRT1, demonstrando uma resposta adaptativa do
coragao.

Porém, animais, normais ou diabéticos, que receberam RSV apresentaram o0s
maiores valores, sugerindo a sua acdo ativadora sobre esta proteina. Estes
resultados podem explicar o efeito benéfico do RSV.

Alcendor et al., (2007) relataram que a expresséo da SIRT 1 esteve associada
ao efeito protetor da célula contra danos oxidativos, enquanto a sua inibicdo

promove morte celular.
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Além disso, SIRT1 apresenta efeitos associados com a protecdo contra o
desenvolvimento da aterosclerose. SIRT1 inibe o receptor para LDL oxidada em
células endoteliais e macréfagos, impedindo desta forma, a probabilidade de formar

placa de ateroma. (STEIN et al., 2010).
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Conclusdo



Diante dos resultados obtidos concluiu-se que o Diabetes mellitus tipo 1
aumentou o consumo alimentar e de agua, reduziu o peso corporal, promoveu
hiperglicemia, além de induzir alteracdes metabdlicas, com oxidacdo excessiva de
lipidios e, estresse oxidativo no tecido cardiaco. A administracdo de resveratrol
normalizou os efeitos prejudiciais observados na condi¢cao diabética, controlando a
perda de peso corporal, a hiperglicemia, a ingestdo de racdo e agua, atenuando a
oxidacdo de lipidios e o estresse oxidativo, além de aumentar a concentracdo da
SIRT1 no miocéardio de ratos diabéticos. Os efeitos benéficos observados pela
administracdo de resveratrol estiveram associadas a sua atividade hipoglicemiante e

antioxidante.
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