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Capitulo 1- Resveratrol: Agdo sobre
pardmetros nutricionais e morfométricos de
ratos submetidos ao consumo de etanol e a
associagdo de etanol e sacarose




L ABSTRACT

The aim of this study was to determine the effects of resveratrol in animals supplemented
with ethanol by 3 days weeks by morphometrics and nutricional parameters in rats. 30
Wistar rats were divided into 5 groups. Control group (C, n=6) received drinking water. The
ethanol group (E, n=6) received ethanol aqueous solution during 3 days and drinking water
for 4 days. ER group (n=6) received ethanol and resveratrol (6mg/L) aqueous solution
during 3 days and drinking water for 4 days. ES group (n=6) received ethanol and sucrose
(30%) solution in drinking water 3 days/week; and ESR group, received ethanol and sucrose
solution as ES group and resveratrol (6mg/L) 3 days/week during 30 days. All animals
received standard chow diet and solutions ad libitum. Statistical analyses: ANOVA, with
Bonferroni, post hoc test, p<0.05. Ethanol intake reduced the palatability and solution
intake, increased total energy intake in relation a control, except ESR group. Ethanol
increased length body in relation a control group in animals without supplementation with
sucrose. Ethanol and sucrose solution reduced chow consumption, alimentary preference and
increased alimentary efficiency compared with C and E groups, and increased total energy
intake in relation a E. Resveratrol treatment reduced ethanol consumption and total energy
intake in ER group in comparison with E and reduced alimentary preference and Lee index
when compared to C. Resveratrol treatment in rats received ethanol and sucrose increased
total energy intake, preference and efficiency alimentary, and reduced chow consumption in
relation to C, E and ER groups. The resveratrol in ESR group increased solution and ethanol
consumption when compared to E, ER e ES, beyond of increased palatability and resveratrol
consumption in relation an ER group. The resveratrol in ESR elevated the body final weight
in relation to C, ER and ES; and body weight gain in compared with C and ER. In
conclusion, resveratrol had beneficial in ER group because reduced ethanol consumption in
relation to E group. This effect was not observed in ESR group, because sucrose stimulated

ethanol consumption independently of resveratrol presence.




II. RESUMO

O objetivo deste capitulo foi determinar os efeitos do resveratrol sobre parametros
morfométricos e nutricionais de ratos suplementados com etanol e com etanol associado a
sacarose, foram utilizados 30 ratos machos Wistar divididos em 5 grupos (n=6/grupo). O
grupo C, considerado controle recebendo agua destilada; grupo E que recebeu agua destilada
durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais; grupo ER que recebeu agua
destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias
semanais; grupo ES que recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e
a mistura sacarose 30% com etanol 30% durante 3 dias semanais e 0 grupo ESR que
recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose e
etanol como no grupo ES e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais. Os animais
receberam dieta padrdo ad libitum. Periodo experimental: 75 dias. Estatistica: ANOVA,
(p<0,05). O etanol reduziu a palatabilidade e consumo liquido e promoveu elevacdo da
energia total ingerida em relacdo ao C, exceto no grupo ESR. A associacdo de etanol com
sacarose reduziu o consumo de racdo, preferéncia alimentar e elevou a eficiéncia alimentar
em comparacdo com C e E, bem como energia total ingerida em relacéo ao E. O tratamento
com resveratrol no grupo ER reduziu o consumo de etanol e a energia total ingerida em
relacdo ao E, além de reduzir a preferéncia alimentar e o indice de Lee, quando comparado
ao C. Ja o tratamento com resveratrol em animais que receberam etanol e sacarose elevou a
energia total ingerida, preferéncia e eficiéncia alimentar, além de reduzir o consumo de
racdo em relagdo aos grupos C, E e ER. O tratamento com resveratrol aumentou o0 consumo
liquido e de etanol no grupo ESR em comparacdo com E, ER e ES e elevou a palatabilidade
e consumo de resveratrol em relacdo ao grupo ER. O resveratrol no grupo ESR também
aumentou o peso final em relacdo a C, ER e ES e ganho de peso em comparagédo a C e ER.
Concluiu-se que resveratrol apresentou efeito benéfico nos animais do grupo ER, desde que
reduziu o consumo de etanol. Este efeito ndo foi observado nos animais do grupo ESR,
indicando que a presenca de sacarose estimulou o consumo de etanol, independente da
presenca de resveratrol.




IIT. INTRODUCAO

3.1. Consumo de etanol e peso corporal

O etanol € um dos mais importantes solventes, sendo utilizado como combustivel e
empregado na industria de produtos farmacéuticos, cosméticos, tintas e resinas sintéticas.
Entretanto, sua maior disseminacdo e notoriedade estdo nas bebidas alcodlicas, como
cervejas (4%), vinhos (11%) e destilados (30 a 55%) (LIEBER, 1992).

A ingestdo de alcool tem grandes efeitos no equilibrio energético e metabolismo de
outros macronutrientes e de fato, quando ingerido é oxidado imediatamente competindo
diretamente com a oxidacdo de outros macronutrientes (SUTER et al., 1994; SONKO et al.,
1994). Interacdes entre os macronutrientes dietéticos e o consumo de etanol podem ser
importantes para analisar 0 metabolismo e a utilizacdo dos nutrientes (CORNIER et al.,
2002), pois a energia para suportar 0s processos Vitais é obtida pela oxidagao dos nutrientes
contidos nos alimentos ingeridos.

Em muitas sociedades o etanol é considerado como parte da alimentacdo basica.
Independentemente das circunstancias, o elevado consumo de alcool resulta em varios
efeitos toxicos, atingindo a maioria dos tecidos, sendo os mais afetados o figado e o cérebro
(LIEBER, 1983). O consumo de etanol é classificado com leve, moderado e excessivo. O
consumo leve a moderado associa-se ao consumo de doses menores que 30 gramas/dia.
Quantidades maiores que 30 gramas por dia sdo consideradas como consumo excessivo
(AGARWAL 2002).

Apds ingestdo de etanol, cerca de 20% do total € absorvido no estdmago e nas
primeiras porg¢bes do intestino delgado. Somente de 2 a 10% do etanol absorvido é
eliminado via rins e pulmdes; o restante deve ser oxidado no figado, visto que o alcool néo
pode ser armazenado (LIEBER & ABITTAN, 1999).

Por ser uma molécula pequena e soltvel tanto em meio aquoso como lipidico, o etanol
atinge todos os tecidos do organismo e afeta a maioria das fungdes vitais (LIEBER, 1992). A
absorcdo de etanol é répida através do estdmago, intestino delgado e célon. Difundindo-se
facilmente pelas membranas bioldgicas, atinge, em poucos minutos, elevadas concentracfes
sanglineas. O consumo prolongado de etanol aumenta os riscos de doencas hepaticas,
doencas cardiovasculares, Ulceras, certos tipos de canceres, complicacdes na gestacdo e
danos cerebrais (AGARWAL & SEITZ, 2001).
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Estudos mostram que as calorias do etanol sdo usualmente adicionadas a dieta
normal de individuos que consomem esta substancia (CAMARGO et al., 1987). Quando o
consumo habitual de etanol excede a energia necessaria ao organismo, favorece o estoque
de lipidios e o0 aumento do peso corporal (SUTTER et al., 1992) e conseqlientemente o
desenvolvimento de obesidade. O alcool tem prioridade no metabolismo, alterando outras
vias metabdlicas, incluindo a oxidacéo lipidica, o que permite o estoque de gorduras no
organismo que se depositam preferencialmente na area abdominal (SUTER et al., 2005).
Além disso, o alcool é considerado um estimulador do apetite, que atua sobre varios
sistemas neuroquimicos através da inibicdo da leptina, peptidio glucagon-like-1 e
serotonina, ou aumentando o efeito do é&cido gama-aminobutirico, opidides e
neuropeptideo Y (YEOMANS et al., 2003; YEOMANS et al., 2004).

CORNIER et al. (2002) demonstraram que o consumo de etanol ndo foi capaz de
alterar o0 ganho de peso e nem mesmo 0 balanco energético de ratos. Segundo LIEBER
(2003), o consumo excessivo de alcool causa desnutricdo, pela reducdo na ingestdo de
nutriente e também pela méa-absorcdo de nutrientes no intestino. A desnutricdo pode
promover danos no figado e prejuizo das funcdes hepaticas (LIEBER, 2003), além de
reducdo no peso corporal. Estudos realizados com animais mostraram que quando o etanol
constitui 30% do total calorico, o ganho de peso é reduzido significantemente, uma vez que
as calorias do etanol ndo podem ser utilizadas eficientemente pelo corpo, sendo classificadas
como calorias vazias (LIEBER, 1991).

O consumo de etanol pode induzir um déficit de energia, ao contrario do que foi
descrito por SUTTER et al. (1994). Este déficit foi associado com aumento do tbnus
simpatico e termogénese (LIEBER, 1991; McCARTY, 1999).

Segundo FALCK-YTTER et al. (2000), bebidas alcodlicas tém varios efeitos no
status nutricional, incluindo ganho de peso ou perda de peso dependendo das
circunstancias.

Baseado nas controvérsias a respeito do papel do etanol sobre o organismo, e a fim de
compreender o papel energético do etanol no controle do ganho de peso, este capitulo
abordou o estudo da ingestéo de etanol e sua relacdo direta com parametros morfométricos e

nutricionais em ratos submetidos a dieta padrédo e suplementados com sacarose.
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Esquema 1. Danos promovidos pelo consumo excessivo de etanol (LIEBER, 1991)

3.2. Suplementagdo com sacarose e desenvolvimento de obesidade

A ingestdo de sacarose tem crescido, principalmente pelo aumento no consumo de
refrigerantes, cereais matinais, condimentos e sobremesas adocadas com sacarose e xarope
de milho (ELLIOT et al., 2002).

A ingestdo de dietas ricas em carboidratos simples, como a sacarose, altera o perfil
lipidico e a fungdo endotelial (NADERALI & WILLIAMS, 2003) podendo estar associada a
doencas cardiovasculares (NOVELLI et al., 2002), além de acelerar o aparecimento de
modificacdes degenerativas observadas no envelhecimento (DROGE, 2002) e aparecimento
de varios tipos de cancer (HART et al., 1999).

Dietas contendo alimentos ricos em carboidratos, que promovem elevada resposta
glicémica, alteram o apetite e a utilizacdo da energia promovendo o ganho de peso. Elevada
ingestdo de carboidratos estd geralmente associada com aumento no efeito glicémico da
dieta. Tanto a quantidade como a qualidade dos carboidratos influenciam a glicemia p6s-
prandial, e a interacdo entre os dois pode ser sinérgica (BRAND-MILLER et al., 2002).

Individuos que consomem alimentos com alto indice glicémico, podem apresentar

hiperglicemia, possivelmente decorrente da exaustdo das células B pancreaticas, podendo
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desenvolver diabetes tipo 2 (SALMERON et al., 1997), pelo aumento na demanda pela
secrecdo de insulina (FOSTER-POWELL & BRAND-MILLER, 1995; HOLT et al., 1997).

Tem sido demonstrado que ingestdo de sacarose pode elevar o peso corporal, quando
administrada em solucdo, ou como suplemento (LAWTON & BLUNDELL, 1992; KIM et
al., 2005). A variacdo nos componentes da dieta, além do contetdo calérico, bem como o
numero de refeicOes diarias influencia consideravelmente o ganho de peso (ACHESON,
2004) e os parametros metabolicos a ela associados (FAINE et al., 2002; DINIZ et al.,
2002).

Dietas ricas em energia podem antecipar os efeitos da idade no ganho de peso, na
forma de gordura, tanto em humanos quanto em roedores jovens (IOSSA et al., 2003).
Estudos prévios em nosso laboratorio demonstraram que dieta rica em carboidratos leva a
alteracbes metabdlicas como aumento do ganho de peso corporal, do indice de massa
corporal (IMC), indice de Lee e da superficie corporal de animais (FAINE et al., 2002;
EBAID et al., 2006; DINIZ et al., 2008; SOUZA et al., 2008).

De maneira geral, quando a energia ingerida excede o gasto energético, o0 excesso de
energia é depositado como lipidios nos adipdcitos, caracterizando a obesidade (WARHLICH
& DOS ANJOS, 2001; IOSSA et al., 2002; LOPES et al., 2004).

Obesidade é uma doenca cronica proveniente do desequilibrio caldrico, cuja
prevaléncia tem aumentado em varios paises, contribuindo substancialmente com a
morbidade e mortalidade associadas a patologias como diabetes, hiperlipidemia, hipertensao
e doencas cardiovasculares (KIM et al.,2005).

Conhecendo o papel da sacarose sobre o desenvolvimento de obesidade e tendo em
vista as inUmeras controveérsias sobre a participacdo do etanol no ganho de peso, este
capitulo abordou também o estudo da interacdo entre etanol e sacarose sobre parametros

nutricionais e morfométricos.

3.2. Papel do resveratrol na dieta

O resveratrol é um fenilpropanoide com atividade de fitoalexina produzida nos
vegetais em resposta a condi¢fes adversas tais como radiacdo UV e ataque de patdgenos
(FLOREANI, 2003; MARTINEZ & MORENO, 2000).

As fitoalexinas constituem um grupo de metabdlitos secundarios quimicamente
diversos, que se acumulam em torno do local de infeccdo e apresentam atividade

antimicrobiana (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os precursores do resveratrol sdo os acidos
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cumarico e malénico na proporcao de 1:3 (SOLEAS et al., 1997), provenientes das rotas do

acido chiquimico e acido meval6nico (Esquema 2).

Esquema 2. Via de sintese do resveratrol (SOLEAS et al., 1997)

Resveratrol (3,4°, 5- trihidroxiestilbeno) tem sido identificado em 72 espécies de
plantas distribuidas em 31 géneros e 12 familias (ACQUAVIVA et al.,, 2002) muitas
incluidas na dieta humana como amoras, amendoins e uvas (SOLEAS et al., 1997
WENZEL, 2005).

O resveratrol é sintetizado por diversos vegetais em resposta a condi¢fes adversas,
como estresse, radiacdo UV e infeccdo por fungos (FLOREANI et al., 2003). Constitui um
composto fendlico de Vitis vinifera L que possui diversos efeitos farmacol6gicos (OU et al.,
2006). Existe em duas formas isoméricas, cis e trans (STOJANOVIC, 2001). Devido a
sensibilidade a luz, poucas sdo as informacGes sobre as propriedades do isémero cis-
resveratrol (BASLY, 2000). O isomero trans é a forma mais estdvel do resveratrol e
farmacologicamente ativa (MARRIER et al., 2002) (Esquema 3).

Resveratrol tem atraido interesse desde sua identificacdo em vinhos e sua relacdo com
ingredientes ativos usados na medicina asiatica tradicional kojo-kon para tratamento de
hiperlipemia (ARICHI & KIMURA 1982).
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Esquema 3. Estrutura da molécula de trans-resveratrol (SOLEAS et al., 1997)

O resveratrol tem sido reportado por seu efeito protetor contra lesdes isquémicas
(WANG et al., 2002) e doencas neurodegenerativas (HUNG et al., 2000; FREMONT,
2000; SUN et al., 2002). Além disso, uma série de estudos tem descrito os efeitos benéficos
do resveratrol sobre doencas cardiovasculares, baseados em sua propriedade antioxidante
(MARTINEZ & MORENO, 2000; SATO et al., 2000) e anticoagulante (SOLEAS et al.,
1997).

Segundo HOU e colaboradores (2008) o resveratrol pode proteger o0 organismo contra
doencas metabolicas mimetizando a condicdo de restricdo caldérica (BAUR et al., 2006).
Embora o resveratrol mimetize uma restri¢do calorica, ndo ha estudos conclusivos a respeito

de seu papel sobre ganho de peso e obesidade.

IV, MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 30 ratos machos adultos Wistar de peso médio 334,9+6,5 g. Os
animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP, "campus de Botucatu”, e
transferidos para o ‘“Laboratério de Bioquimica na Experimentagdo Animal" do
Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, a temperatura de 22 + 3°C com
perfodos claro/escuro de 12 horas. O protocolo experimental n° 76/07 est4 de acordo com os
principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal (CEEA) da UNESP/Botucatu.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais recebendo racdo padréo, sendo

divididos em 5 grupos (n=6/grupo), diferindo no componente liquido da dieta: grupo C,
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considerado controle recebendo &gua destilada; grupo E - (4gua destilada 4 dias + etanol 3
dias), que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias
semanais; grupo ER — (agua destilada 4 dias + etanol com resveratrol 3 dias), que recebeu
agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias
semanais; grupo ES — (sacarose 4 dias + etanol 3 dias), que recebeu solucdo aquosa de
sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3 dias
semanais e grupo ESR — (sacarose 4 dias + etanol com sacarose e resveratrol 3 dias), que
recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%,
etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais.

Durante a primeira semana experimental os animais dos grupos E, ER, ES e ESR
receberam suas respectivas solucdes com etanol a 15% para adaptacéo, passando a receber
etanol a 30% nas demais semanas, até o final do experimento. O experimento foi realizado
durante 70 dias.

A concentracdo de resveratrol foi estimada para corresponder a sua ingestdo diéria
contida em 1 litro e meio de suco de uva por dia (DONG, 2003) para humanos de 70 Kg,
corrigida de acordo com a ingestéo diaria por Kg de peso para os animais (HABOLD et al.,
2004). O resveratrol foi dissolvido em &gua (6mg/L), usando-se etanol como carreador
(25mg resveratrol/ImL etanol). Nesta concentracdo, o etanol ndo possui efeito
farmacoldgico ou sinérgico (BRADAMANTE et al., 2003). O resveratrol é sensivel a luz,
portanto todos os bebedouros foram totalmente cobertos por folhas de papel aluminio
durante o decorrer do experimento (BRADAMANTE et al., 2003).

4.2. Determinagdes morfométricas e parametros nutricionais

A ingestdo alimentar foi controlada diariamente, no mesmo horario (9:00 as 11:00
horas). Semanalmente os animais foram pesados. O consumo de agua e de solugdes liquidas
foi determinado a cada trés dias.

Calculou-se a quantidade de energia ingerida (Kcal/dia) por animal, por dia. Para os
grupos com ingestdo de etanol e com etanol suplementado com sacarose, foram acrescidas
aos calculos as quantidades cal6ricas correspondentes as respectivas substancias (7 Kcal/g
para etanol e 4 Kcal/g para sacarose).

Foram determinados segundo DINIZ et al. (2002) os parametros nutricionais:

> Preferéncia Alimentar (%): (consumo alimentar/ quantidade de dieta
ofertada) x 100;
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> Palatabilidade (%): (ingestdo de solucdo aquosa / quantidade de solugédo
aquosa ofertada) x 100;
» Eficiéncia Alimentar (%0): (ganho de peso/energia ingerida) x 100.

Ao término do periodo experimental, 75 dias, ap6s jejum de 12 horas os animais foram
anestesiados (pentobarbital sédico 3%, 0,ImL, i.p.) e foram determinados parametros
morfomeétricos, que incluiram:

» Circunferéncia abdominal (cm);
» Comprimento corporal total (exceto cauda) (cm).

Os valores obtidos do comprimento e do peso corporal dos animais experimentais
foram utilizados para o calculo do indice de massa corporea (IMC) dos animais, adaptado do
IMC utilizado em humanos bem como para o célculo de indice de Lee (NOVELLI et al.,
2007), nos quais:

» IMC (g/cm?): peso corporal/ comprimento corporal?
» indice de Lee (g% cm®): raiz clbica peso corporal /comprimento corporal.

4.3. Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para comparacdo entre as
medias foi utilizada a anlise de varidncia (ANOVA) para esquema fatorial 2x2 no modelo
ao acaso, complementada com o teste de Bonferroni. O teste t de “Student” foi utilizado para
comparacdo entre dois grupos experimentais. Comparacfes entre parametros nutricionais e
morfometricos foram analisados através da correlacdo linear de Pearson. O nivel de
significancia foi estimado com p<0,05 (CURI, 1997; SMITH et al., 1998).

V. RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os parametros morfométricos dos grupos em estudo. Observou-se
gue animais que receberam solucdo aquosa contendo etanol, sacarose e resveratrol
aumentaram seu peso corporal final quando comparados aos grupos C, ER e ES. O grupo
ESR apresentou também elevagdo no ganho de peso em relacdo aos grupos C e ER, bem como
aumento do comprimento corporal em comparacdo com os grupos C e ES (Tabela 1). Animais
suplementados com etanol e etanol associado ao resveratrol elevaram o comprimento corporal,
quando comparados ao controle. O resveratrol reduziu o indice de Lee em animais

suplementados com etanol em relagéo ao grupo C.
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Os parametros morfométricos como peso inicial, superficie corporal, circunferéncia
abdominal e indice de massa corporal (IMC) ndo apresentaram diferenca significante entre os
grupos experimentais (Tabela 1).

Houve reducdo do consumo médio de racao pelo grupo ESR em relacéo aos grupos C, E
e ER, bem como no grupo ES quando comparado aos grupos C e E (Tabela 2).

O consumo liquido esta apresentado na Tabela 3. Houve reducéo na ingestéo liquida nos
grupos E, ER e ES em relacdo ao controle. O grupo ESR elevou o consumo liquido quando
comparado aos demais grupos que receberam solugéo contendo etanol.

Os parametros nutricionais estdo descritos na Tabela 4. Pode-se notar que o0 consumo de
etanol foi reduzido no grupo ER em relagdo ao grupo E, e elevado no grupo ESR quando
comparado aos demais grupos suplementados com etanol. A palatabilidade apresentou-se
reduzida nos grupos E, ER e ES em relacdo ao controle, enquanto o grupo ESR aumentou a
palatabilidade quando comparado ao grupo ES.

A energia total ingerida apresentou-se elevada nos animais que receberam etanol quando
comparados ao controle. Os grupos suplementados com sacarose elevaram a energia ingerida
em relacdo aos demais grupos em estudo (Tabela 4). O parametro eficiéncia alimentar
apresentou-se elevado nos animais suplementados com sacarose, quando comparados aos
grupos com auséncia do carboidrato na dieta, entretanto, a preferéncia alimentar foi reduzida
nos grupos ER, ES e ESR em relacéo a C e a E (Tabela 4).

A Tabela 5 apresenta o consumo de resveratrol pelos animais dos grupos ER e ESR.
Observou-se que animais pertencentes ao grupo ESR apresentaram maior consumo de
resveratrol em relagdo ao ER.

As Figuras 1 e 2 apresentam correlagdes entre o consumo de etanol e pardmetros
nutricionais como energia total ingerida e preferéncia alimentar. Foi observada a presenca de
correlacdo positiva entre o consumo de etanol e energia ingerida (r=0,836), bem como
correlacdo negativa entre o consumo de etanol e preferéncia alimentar (r=-0,706). A Figura 3
apresenta a correlacdo negativa entre consumo de resveratrol e a preferéncia alimentar (r=-
0,797).
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Tabela 1. Peso inicial, peso final, ganho de peso, comprimento, superficie corporal,
circunferéncia abdominal, indice de massa corporal (IMC) e indice de Lee dos animais
pertencentes ao grupo C considerado controle, grupo E que recebeu agua destilada durante 4
dias semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada
durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo
ES que recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose
30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4
dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais

Grupos
C E ER ES ESR
Peso inicial (g) 337,91+£33,98 342,31+35,17 328,57+27,68 327,62+33,00 338,37+27,36

Peso final (g) 422,83+17,36 444,95+23,28 420,50424,86 420,54+27,96 465,76+25,23*

Ganho de peso

(9) 79,63+17,36  102,64+17,83 91,94+17,83  96,12+15,53  124,67+18,53*
Comprimento
(cm) 24,33+0,52 25,25+0,42°  25,17+0,41° 24,58+0,47 25,50+0,45™
Superficie

corporal (g/cm3) 70,09+3,99 71,40+2,64 68,63+2,84 68,18+3,27 72,82+3,84

Circunferéncia
abdominal (cm) 18,00+0,55 17,75+0,27 17,33+0,41 17,67+0,49 17,58+0,38

IMC (g/cm?) 0,73+0,04 0,70+0,04 0,66+0,04 0,67+0,07 0,70+0,07

indice de Lee 0,311+0,005  0,302+0,006  0,298+0,006°  0,304+0,005 0,302+0,005

% Diferenca significante em relagdo ao grupo C, com p<0,05 ; > Diferenca significante em
relacdo ao grupo E, com p<0,05; ¢ Diferenca significante em relacdo ao grupo ER, com
p<0,05; % Diferenca significante em relacéo ao grupo ES, com p<0,05

19




Tabela 2. Consumo de ragdo pelos animais pertencentes ao grupo C considerado controle,
grupo E que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias
semanais, grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30%
contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que recebeu solucdo aquosa de
sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3 dias
semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura
sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais

Grupos
C E ER ES ESR

1 semana 24,62+1,65  24,63+2,09°¢  2237+1,79°¢  1345+2,12™  1520+1,77%
2 semana 25,30+1,53 22,90+1,86 21,79¢1,10*  12,07+1,53®  12,21+2,21*°
3 semana 24,84+1,58 2350+1,22  22,81+1,22%¢  1257+217®  12,70+2,06™
4 semana 23,25+0,87 22,66+1,22 21,95+1,26 11,1542,32®°  11,65+2,20%°®
5 semana 23,18+1,11 22,61+1,31  21,7621,20"%  11,44+159%®  12,01+1,44*
6 semana 24,79+0,83 2352+¢1,40  23,27#1,03%¢  1151+2,73"  13,23+1,00
7 semana 2551+1,32  24,26+1,03% 234041275  11,71+1,96®  13,23+1,00*EC
8 semana 24,62+1,77  2532#2,02°  24,73+1,15°  10,57+2,17*"  13,12+1,23"FC
9 semana 24654152  20,97+1,51**  19,18+228"  9,25+1,12®*  9,64+1,07"
10semana  24,40+1,42  22,01+1,43*°® 21,03+1,36*®  9,71#1,37"  11,17+0,58"®
Média 24,52+1,12 23,24+1,26 22,38+1,11  11,99+156%® 12,3941 37%°

% Diferenca significante em relacdo ao grupo C, com p<0,05 ;
relacdo ao grupo E, com p<0,05; © Diferenca significante em relacéo ao grupo ER, com
p<0,05; ¢ Diferenca significante em relacdo ao grupo ES, com p<0,05. Letras maitisculas
indicam diferenca significante entre as semanas

- Diferenca significante em
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Tabela 3. Consumo de liquido pelos animais pertencentes ao grupo C considerado controle,
grupo E que recebeu &gua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias
semanais, grupo ER que recebeu &gua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30%
contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que recebeu solugdo aquosa de
sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3 dias
semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura

sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais

Grupos
C E ER ES ESR

1 semana 44,20+4,78"8 34,83+3,28%  32,72+2,84%  37,61+4,89"%  42,23+3,95"P
2 semana 38,86+4,48"8 33,62+2,81"  31,50+2,60*"  34,88+3,71"®  37,48+3,01°
3 semana 37,04+2,974 33,40+1,79"  32,33+1,62**  36,16+3,56"®  36,52+2,63°¢
4 semana 43,82+3,71"8 37,10+1,96*  37,29+3,95®®  40,88+3,84%®  52,17+3,85%®
5 semana 39,88+3,39"°C  3562+156"  32,36+4,14**  37,81+3,93"®  36,82+5,76"¢
6 semana 37,60+3,444¢ 32,48+1,62**  31,25+2,09**  33,18+1,68" 34,65+3,35"
7 semana 45,10+3,69°5° 37,36+1,25%  34,24+2,25%  40,00+3,00"®  42,72+4,03E0
8 semana 44,762,465 42,93+1,61%  40,03+2,67%¢  40,90+4,05° 42 ,72+4,03°°
9 semana 44,73+3,595¢ 32,79+3,15%  29,81+2,67*  35,22+3,82*F  41,90+2,220¢AD
10 semana 50,41+2,78° 34,50+3,05%  32,70+2,96*C  39,77+2,91%AB 41 28+2 16%°AP
Média 42 57+1,84 35,46+1,69% 32,82+1,25% 36,84+1,79° 41,22+0,83°

% Diferenca significante em relacdo ao grupo C, com p<0,05 ;

- Diferenca significante em
relagdo ao grupo E, com p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao grupo ER, com
p<0,05; Diferenca significante em relagdo ao grupo ES, com p<0,05. Letras maidsculas
indicam diferenca significante entre as semanas
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Tabela 4. Consumo de etanol, consumo de sacarose, palatabilidade, energia total ingerida,
preferéncia alimentar e eficiéncia alimentar dos animais pertencentes ao grupo C
considerado controle, grupo E que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol
30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias
semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que
recebeu solucéo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%,
etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4 dias
semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais

Grupos
C E ER ES ESR

Consumo de
etanol (mL/dia)  0,00+0,00 6,03+0,67 4,25+0,75 7,06+0,84 9,20+0,97°

Consumo de
sacarose
(mL/dia) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 11,50+1,26 12,14+0,80

Palatabilidade
(%) 13,82+0,96 12,42+0,60% 11,52+0,46% 12,63+0,53% 13,44+0,80°

Energia total
ingerida
(Kcal/dia) 67,40+3,17  109,45+528% 94,20+6,22%°  138,69+8,82°" 148,44+10,05™

Preferéncia
alimentar (%) 49,08+2,23 46414253  44,71+224* 24,5242 49% 24,81+2 73%°
Eficiéncia
alimentar (%) 15,99+1,85 16,66+1,87  16,04+2.02  57,93+3,01®  5523+2 64%"

% Diferenca significante em relagdo ao grupo C, com p<0,05 ; °* Diferenca significante em
relagdo ao grupo E, com p<0,05; © Diferenca significante em relacdo ao grupo ER, com
p<0,05; & Diferenca significante em relagdo ao grupo ES, com p<0,05. Letras maidsculas
indicam diferenca significante entre as semanas
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Tabela 5. Consumo de resveratrol pelos animais pertencentes ao grupo ER
que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo
resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; e grupo ESR que recebeu sacarose 30%
durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol
(6mg/L) durante 3 dias semanais

Grupos

ER ESR
1 semana 0,15+0,01° 0,25+0,0424¢
2 semana 0,09+0,02" 0,17+0,02%8¢
3 semana 0,08+0,02% 0,13+0,01%¢
4 semana 0,13+0,035%¢ 0,30+0,07*
5 semana 0,05+0,02% 0,21+0,05%P
6 semana 0,06+0,024 0,10+0,04®
7 semana 0,10+0,02"® 0,24+0,05%¢F
8 semana 0,12+0,05"® 0,18+0,065¢
9 semana 0,08+0,03"¢ 0,16+0,04%8PF
10 semana 0,07+0,01% 0,15+0,02%8P
Média 0,10+0,03 0,17+0,03%

& Diferenca significante em relagdo ao grupo ER, com p<0,05. Letras

maiusculas distintas indicam diferenca significante entre as semanas.
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r= 0,836

Figura 1. Correlacdo entre energia total ingerida (Kcal/dia) e consumo de etanol (mL/dia)
dos animais pertencentes ao grupo E, que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e
etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias
semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que
recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose
30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante
4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais.

Valor de “r” foi obtido através da correlacdo de Pearson, diferengas consideradas

significantes com p<0,05.
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r=-0,706

Figura 2. Correlacdo entre consumo de etanol (mL/dia) e preferéncia alimentar (%) dos
animais pertencentes ao grupo E, que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e
etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias
semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que
recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose
30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante
4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais.

Valor de “r” foi obtido através da correlacio de Pearson, diferengas consideradas

significantes com p<0,05.

25




r=-0,797

Figura 3. Correlacéo entre consumo de resveratrol (mg/dia) e preferéncia alimentar (%) dos
animais do grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30%
contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30%
durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante
3 dias semanais.

Valor de “r” foi obtido através da correlacdo de Pearson, diferencas consideradas

significantes com p<0,05.
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YVI. DISCUSSAO

O etanol é uma droga ativa largamente consumida, sendo o alcoolismo (sindrome de
dependéncia alcodlica) considerado uma importante problematica na América Latina
(NEGRETE, 1976; FERREIRA & WILOUGHBY, 2008).

O consumo de alcool representa uma importante fonte de energia. Entretanto, a
despeito do aumento do aporte de energia de 7 Kcal/g, proporcionada por esta substancia,
ainda é controverso se consumo moderado de alcool representa um fator de risco para
aumento no ganho de peso corporal e obesidade (SUTER & TREMBLAY, 2005).

Atualmente, o elevado consumo de sacarose e sua associa¢ao com ingestdo de etanol,
particularmente durante os finais de semana, constituem habitos alimentares na maioria das
populacdes ocidentais. Entretanto, os efeitos da associacdo entre dietas inadequadas ricas em
sacarose, com consumo de etanol sobre parametros morfométricos e nutricionais, ainda ndo
estdo claramente definidos. A suplementagdo com substancias antioxidantes pode ser
necessaria para minimizar os efeitos adversos desta associacao.

O etanol, considerado como substancia de elevada densidade caldrica, € responsavel
por mais de 5% da energia consumida em média pela populacdo. Para os individuos que
ingerem &lcool regularmente, esta substancia pode somar cerca de 10% da energia total
ingerida (BLOCK et al., 1985). De fato, a suplementacdo com etanol aumentou a energia
total ingerida pelos animais experimentais, embora o consumo de racdo néo tenha diferido
do controle (Tabela 2, Figura 1). Houve redugdo no consumo de liquido devido a redugéo da
palatabilidade, quando comparados ao controle (Tabelas 3 e 4).

Embora o contetdo calorico fornecido pelo etanol (7 Kcal ou 29,70 Kj/g) represente o
segundo maior macro-nutriente em energia (ATWATER & BENEDICT, 1902;
CARPENTER, 1940; PRENTICE, 1995), este ndo foi capaz de alterar pardmetros
morfométricos como peso final, ganho de peso, IMC. Nota-se que houve correlagdo positiva
entre consumo de etanol e energia ingerida (Figura 1). Evidéncias sugerem que, apesar da
energia total aumentar com o consumo do etanol em humanos, ndo ocorre conseqiiente
ganho de peso (WESTERTERP-PLANTENGA & VERWEGEN, 1999). Alcool altera o
apetite e a saciedade, porém outras alteracdes metabolicas ocorrem, quando a energia
ingerida é proveniente do etanol e ndo do consumo de ragdo (SEIVA et al., 2009).

Segundo SUTER (1994) e BUEMANN (2001), a termogénese induzida pela ingestao
de &lcool (15%) é elevada em relacdo a outros nutrientes, como carboidrato (8%), proteina
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(25%) e lipidio (3%). Este evento tem sido associado ao fato do etanol ser oxidado pela via
metabolica de oxidacdo microssomal do etanol (MEOS) e eliminado prioritariamente a
outras fontes energéticas, sem producdo de ATP, ndo sendo sua energia, portando, estocada
pelo organismo.

A administracdo de resveratrol em ratos submetidos ao consumo de etanol promoveu
reducdo da preferéncia alimentar, fato que explica a reducdo no indice de Lee, quando
comparado ao controle (Tabela 4). Segundo MIURA et al. (2003), o resveratrol ndo afeta o
ganho de peso dos animais, entretanto em nosso trabalho observamos que sua associagao
com etanol induziu a reducéo do indice de Lee, podendo alterar o ganho de peso em longo
prazo. A reducdo no indice de Lee pode ser atribuida a correlacdo negativa entre
preferéncia alimentar e consumo de resveratrol, como observado na Figura 3.

Inimeras controvérsias tém sido indicadas sobre os efeitos da ingestdo de sacarose no
peso corporal. Elevada ingestdo de sacarose pode induzir ganho de peso em algumas
espécies animais, ou reduzir o ganho de peso final em outras. Diferengas no efeito da
sacarose sobre 0 peso corporal podem estar associadas a forma de administracdo
(GOODSON et al., 2001).

A sacarose proporcionou reducdo do consumo de ragdo por reduzir a preferéncia
alimentar (Tabelas 2 e 4). A ingestdo de carboidratos (ANDERSON, 1994) afeta aspectos
do funcionamento do cerebro, incluindo a regulacdo da ingestdo de alimentos
(ANDERSON, 1994). Carboidratos sao fontes de energia em dieta (4 Kcal/g) (ASP, 1994,
HILLERS & MASSEY, 1985) sendo, portanto, diretamente responsaveis pelo aumento da
energia total ingerida, seguida pelo aumento da eficiéncia alimentar, nos animais
suplementados com sacarose, em relacdo aos grupos que ndo receberam esta substancia
(Tabela 4).

E conhecido o fato de que a ingestdo de energia é um fator importante na regulagéo do
peso corporal (CHICCO et al., 1999). Dieta suplementada com frutose e sacarose induz
alteracdes metabolicas em animais, semelhantes as observadas na obesidade (POULSOM,
1986; DINIZ et al., 2006). O consumo de sacarose por periodos longos pode ser o
responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia a insulina (FRAYN & KINGMAN, 1995).
A resisténcia a insulina constitui a ligacdo entre obesidade e outros fatores de risco de
doencas cardiovasculares como hipertensdo e diabetes (JONES et al.,, 1994). Segundo
RANDLE et al. (1994) o aumento na concentragdo de acidos graxos ndo esterificados no
sangue, decorrente da resisténcia a insulina, resulta em aumento na oxidacéo destes &cidos

graxos e na inibicao da captacdo de glicose pelas células. Observou-se que o grupo ES em
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particular, ndo apresentou alteracdo significante nos parametros morfométricos como peso
final, ganho de peso e IMC (Tabela 1). O etanol é oxidado em detrimento aos demais
nutrientes (RABEN et al., 2003). Entretanto em sua auséncia, estes animais foram
suplementados apenas com sacarose (4 dias semanais).

A associacdo da sacarose com resveratrol foi responsavel pelo aumento no consumo
liquido, bem como da palatabilidade e eficiéncia alimentar, uma vez que os grupos ES e ER
ndo apresentaram o mesmo comportamento (Tabelas 3 e 4). O grupo ESR, ao contrario dos
demais grupos experimentais, apresentou aumento da ingestdo liquida e conseqiientemente
elevacdo no consumo de etanol, sacarose e resveratrol em relacdo aos demais grupos,
suplementados com etanol. Este aumento no consumo liquido foi responsavel pela elevacéo
no peso final, exceto em relacdo ao E. Observou-se também, que este grupo apresentou
elevacdo no ganho de peso, em relacdo ao controle e ao grupo ER, embora esta alteracdo nao
tenha sido capaz de alterar os marcadores de obesidade, como IMC e indice de Lee (Tabela
1).

A suplementacdo com sacarose no grupo ESR proporcionou elevacgéo no peso final em
relacdo a ES (Tabela 1). O resveratrol pode ter impedido o desenvolvimento de resisténcia a
insulina provocada pelo prolongado consumo de sacarose. O resveratrol pode estar
associado a monofosfato de adenosina ativador de proteina quinase (AMPQ), que aumenta a
captacdo de glicose pelo musculo esquelético (PARK et al., 2007).

Segundo BAUR et al. (2006) o resveratrol promove mudancas na fisiologia de
camundongos, que consomem excesso de calorias, em relagdo a camundongos submetidos a
dieta padrédo. Estas mudancas estdo associadas com prolongamento de tempo de vida e
incluem aumento da sensibilidade a insulina, reducdo na concentracdo de IGF-I (fator de
crescimento 1, ligado a insulina), aumento da AMP ativada pela proteina quinase, além do
aumento no numero de mitocondrias e melhora na fungdo motora. Estas alteragdes ocorrem
sem significante redugéo no ganho de peso.

Um importante efeito do resveratrol nos animais do grupo ER, foi a reducdo no
consumo de etanol, comparado ao grupo E, desde que reducdo no consumo de etanol
significa, por si s6, um efeito benéfico do resveratrol. Este efeito ndo foi, entretanto
observado nos animais do grupo ESR, indicando que a presenca de sacarose estimulou o
consumo de etanol, a despeito da presenca de resveratrol.

E conveniente lembrar que embora a concentragio de resveratrol em ambos 0s grupos
ER e ESR tenha sido inferior a dose maxima tolerada (CROWELL et al., 2004; BAUR &
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SINCLAIR, 2006), o consumo de resveratrol foi significantemente elevado no grupo ESR
em relacdo ao ER.

Em baixas concentracdes, o influxo de resveratrol no tecido hepéatico envolve um
processo ativo (JANNIN et al., 2004), e este mecanismo permite uma captacao eficiente do
resveratrol do sangue para o figado (LANCON et al., 2004). Além disso, a despeito dos
eventos metabdlicos (KUHNLE et al., 2000), ap6s sua ingestdo oral, o resveratrol atinge o
nivel maximo sanguineo aproximadamente em 10 minutos, apresentando uma meia vida de
60 minutos (JUAN et al., 2002). Deste modo, quando administrado em solugao aquosa como
Unica fonte liquida é continuamente ingerido durante todo o dia, prolongando assim sua
exposicdo plasmatica e tecidual.

Vaérios polifendis sdo considerados compostos toxicos dependendo da concentracao
sanguinea (BANDELE et al., 2008) e embora as propriedades antioxidantes de compostos
polifendlicos tenham sido amplamente reportadas, muitos estudos tem revelado que
polifendis podem apresentar um indesejavel efeito pro-oxidante (FAINE et al., 2006).

Pode se concluir que o etanol induziu elevacdo na energia total ingerida, bem como
reducdo no consumo liquido e palatabilidade, sem alterar o peso final e 0 ganho de peso dos
animais experimentais. A ingestdo de sacarose promoveu reducdo no consumo de racéo e
elevacdo na ingestdo liquida, fatos associados a elevacdo na energia total ingerida por estes
animais. A associacdo do etanol com sacarose ndo promoveu alteracBes nos parametros
nutricionais em relacdo ao controle, embora tenha ocorrido elevacdo no consumo liquido e
no peso final, em relagdo aos demais grupos suplementados com etanol. O tratamento com
resveratrol apresentou efeito benéfico nos animais do grupo ER, desde que reduziu o
consumo de etanol, comparado ao grupo E. Este efeito ndo foi, entretanto observado nos
animais suplementados com sacarose, grupo ESR, indicando que a presenca do carboidrato

estimulou o consumo de etanol independente da presenca de resveratrol.
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Capitulo 2. Efeitos do resveratrol sobre
metabolismo basal, [lpidemia e estresse
oxidativo sérico e hepdtico de animais
suplementados com etanol e etanol com
sacarose.
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L ABSTRACT

This study was undertaken to analyze the effects of resveratrol on lipid profile, oxidative
stress in serum and hepatic tissue, calorimetric and metabolic parameters in rats received
ethanol and ethanol with sucrose. 30 male Wistar rats were divided into 5 groups (n=6):
Control group (C, n=6) received drinking water; the ethanol group (E, n=6) received ethanol
aqueous solution during 3 days and drinking water for 4 days; ER group (n=6) received
ethanol and resveratrol (6mg/L) aqueous solution during 3 days and drinking water for 4
days; ES group (n=6) received ethanol and sucrose (30%) solution in drinking water 3
days/week; and ESR group, received ethanol and sucrose solution as ES group and
resveratrol (6mg/L) 3 days/week during 30 days. All animals received standard chow diet
and solutions ad libitum.Statistics: ANOVA with p<0.05. Ethanol increased calorimetric
parameters, except respiratory quotient and volume of carbon dioxide. Ethanol consumption
enhanced the lipidemic, alanine aminotransferase and reduced glucose concentration in
serum and proteins in hepatic tissue. The ethanol with sucrose association changed basal
metabolism through reducing lipid oxidation in relation to E group and lipidemic by
reduction in triacylglycerol (TG) and VLDL concentration. ES also increased HDL/TG rate
and hepatic metabolism through of citrate synthase elevation activity. Resveratrol treatment
in rats that received ethanol reduced lipid oxidation, changing basal metabolism. Resveratrol
in ER group improved lipidemic through increasing HDL, HDL/TG rate besides reducing
TG and VLDL. Resveratrol acted as antioxidant catalase activity when increased in ER and
ESR groups. ESR, resveratrol enhanced beta-hydroxiacil Coenzyme A and citrate synthase
in hepatic tissue. The resveratrol in ESR, reduced lipid hydroperoxide and increased basal
metabolic rate. ESR also presented reduction on TG, VLDL, HDL and HDL/LDL rate. In
conclusion, resveratrol normalized basal metabolism and acted beneficially in lipidemic
besides being hepatoprotective in absence of sucrose. With sucrose, the resveratrol

increased basal and hepatic metabolism and also acted as antioxidant.
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II. RESUMO

Neste capitulo foram estudados os efeitos da administracdo de resveratrol sobre lipidemia,
estresse oxidativo sérico e hepatico, aléem do metabolismo basal de ratos suplementados com
etanol e a associacdo de etanol com sacarose. Utilizou-se 30 ratos Wistar adultos divididos
em 5 grupos. O grupo C, considerado controle recebendo agua destilada; grupo E que
recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais; grupo
ER que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol
(6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4
dias semanais e a mistura sacarose 30% com etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo
ESR que recebeu solugdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura
sacarose e etanol como no grupo ES e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais. Periodo
experimental: 75 dias. Estatistica: ANOVA, p<0,05. Observou-se que o etanol promoveu
elevacdo nos parametros calorimétricos, exceto quociente respiratorio e volume de diéxido
de carbono. O consumo de etanol aumentou a lipidemia e atividade da alanina
aminotransferase, além de reduzir a concentracao de glicose sérica e proteinas hepaticas. A
associacao de etanol e sacarose alterou o metabolismo basal ao reduzir a oxidacéo lipidica
em relacdo ao grupo E, bem como lipidemia ao reduzir a concentracdo de triacilglicerol
(TG), VLDL-colesterol e elevar a relagdo HDL-colesterol/TG. O grupo ES também elevou a
atividade da citrato sintase elevando o metabolismo hepético. O tratamento com resveratrol
nos ratos suplementados com etanol reduziu a oxidacéo lipidica alterando o metabolismo
basal. Resveratrol, no grupo ER, melhorou a lipidemia ao elevar a concentracdo de HDL e a
relacio HDL/TG, além de reduzir a concentracdo de TG e VLDL-colesterol. Resveratrol
também atuou como antioxidante ao elevar a atividade da catalase nos grupos aos quais foi
administrado. A administracdo de resveratrol no grupo que recebeu sacarose e etanol elevou
0 metabolismo hepético através do aumento na atividade das enzimas beta-hidroxiacil
Coenzima A e citrato sintase. O resveratrol no grupo ESR elevou a atividade da catalase e
reduziu a concentracdo de hidréxido de lipidio no tecido hepético, além de alterar o
metabolismo basal através do aumento na taxa metabolica basal. A administracdo de
resveratrol ao grupo ESR alterou a lipidemia através da reducdo do TG, VLDL, HDL e
relacdo HDL/LDL. Conclui-se que o resveratrol normalizou o metabolismo basal e atuou de
forma benéfica sobre o perfil lipidico sérico e como hepatoprotetor em auséncia de sacarose.
Em presenca de sacarose, o resveratrol elevou o metabolismo basal e hepatico, além de agir

também como antioxidante.
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IIT. INTRODUCAO

3.1. Consumo de etanol e consequéncias a saude

O efeito do consumo do etanol tem sido demonstrado em diversos fatores de sindrome
metabolica como triacilglicerol sérico, lipoproteinas e pressdo sanguinea (DJOUSSE et al.,
2004), bem como sobre os fatores de risco para doencas cardiovasculares como estresse
oxidativo (ZIMA et al., 2001), sensibilidade a insulina e diabetes mellitus (KOPPES et al.,
2005) e cancer (McPHERSON, 2007).

O moderado consumo de alcool pode prevenir aterosclerose (ZIMA ET AL., 2001) ao
elevar a concentracdo de HDL-colesterol e reduzir triacilglicerol (BELL et al., 2000).
Entretanto, o consumo crbnico e excessivo de alcool pode anular os efeitos benéficos
cardiovasculares, aumentando os riscos de isquemias e infartos do miocardio (NAVDER et
al., 1999; PUDDEY & CROFT, 1999).

Segundo BARUONA & LIEBER (1979) a oxidacdo de etanol produz um notavel
desequilibrio metabolico no tecido hepético. Sendo responsavel pela producdo de grandes
somas de equivalentes redutores que promovem desordens metabolicas como hipoglicemia,
hiperlactacidemia e interferéncia metabolismo de aminas (LIEBER, 1992). O alcool também
altera o metabolismo lipidico, causando profunda inibicdo da lipélise e reduzindo os niveis
de &cidos graxos livres (JONES et al., 1965). A inibicdo da lipolise estd associada com o
aumento dos niveis de corpos cetbnicos, provavelmente devido a conversdo de acetato,
derivado da oxidagdo do alcool a acetoacido e a B-hidroxibutirato (HIRSCH et al., 1998).

O consumo cronico de etanol resulta na depressdo do metabolismo energético mitocondrial
hepatico. A alteracdo na atividade de diversos componentes no sistema de fosforilacdo oxidativa
contribui com a reducdo na capacidade de sintese de ATP (CUNNINGHAM et al., 1996). Em adicédo
a reducdo na funcdo mitocondrial hepatica pela exposi¢do ao consumo crénico ou intenso de etanol
aumenta a concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e reduz o sistema de defesa
antioxidante das células (NAVASUMRIT et al., 2000; OZARAS et al., 2003).

EROs e peroxidacdo lipidica causam danos diretos aos hepatdcitos por provocar
rompimento de membranas, proteinas e DNA (De KNEGT, 2001; DAY, 2002) A
inflamacdo cronica provocada pelas ERO pode promover fibrose hepatica (SLIGTE et al.,

2003) através de acumulo progressivo de tecido conjuntivo no figado (POLI, 2000).
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Considerando-se que a concentracdo de etanol que ndo apresenta efeitos adversos a
salide ainda ndo foi estabelecida e o fato de seu papel sobre perfil lipidico e metabolismo ser
controverso, este estudo analisou os efeitos do consumo de etanol em ratos suplementados

COm Ssacarose.

3.2. Suplementacé@o com sacarose

Sacarose pode ser considerada um alimento relativamente novo no sentido de que sé
tem contribuido substancialmente para a dieta humana a partir do final do século XIX,
quando o agucar tornou-se gradualmente mais acessivel a populacdo (GLINSMAN et al.,
1986).

Dietas ricas em carboidratos aumentam a sintese de acidos graxos no tecido hepatico
(EBAID et al., 2005) especialmente em ratos (CHEN et al., 1995). Em estudo envolvendo a
suplementacdo com dieta rica em sacarose, foi observada elevacdo na sintese hepética de
triacilglicerol, resultando na hipertrigliceridemia e elevacdo na lipoproteina de densidade
muito baixa (VLDL) no sangue, importantes fatores de risco para a aterosclerose (SORIA et
al., 2001; NOVELLI, 2005).

No estudo com ratos alimentados com dietas suplementadas com sacarose durante
duas a trés semanas, foi observado o desenvolvimento de esteatose hepatica e obesidade
(KOTEISHI & DIEHL, 2001).

A obesidade ocorre quando o consumo calérico é desproporcional a energia gasta
(RAVUSSIN & BOGARDUS, 1989) e constitui um importante componente da sindrome
metabdlica (FURUKAWA et al.,, 2004) também conhecido por ‘“sindrome metabdlica
hipertensiva”, “sindrome plurimetabdlica”, “quarteto mortal” ou “sindrome de resisténcia a
insulina” (LOPES et al., 2003).

Estudos em ratos machos tém mostrado que o consumo de dieta rica em sacarose tem
efeitos negativos no equilibrio entre producdo de radicais livres e defesas antioxidantes,
levando ao aumento da susceptibilidade a peroxidagdo (BUSSEROLLES et al., 2002a;
BUSSEROLES et al., 2002b). Segundo NOVELLI (2005) o aumento na ingestéo calorica é
um importante fator de reducdo na fluidez mitocondrial e aumento de ERO, a qual induz o
desenvolvimento de estresse oxidativo (NISHIYAMA et al., 1998).

Atualmente as tendéncias da transicdo nutricional convergem para uma dieta de
elevada concentracdo de carboidratos, particularmente ricas em sacarose. Do mesmo

modo, o estilo de vida nas sociedades modernas tem estimulado o elevado consumo de
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etanol em pelo menos trés dias semanais, principalmente aos finais de semana. Entretanto,
associacdo de dieta rica em sacarose e consumo de etanol sobre repercussdes sistémicas

ainda ndo foram estabelecidas.

3.3. Adicao de polifenol a dieta

O organismo possui mecanismos de defesa enddgenos contra a a¢do toxica das ERO,
divididos basicamente em dois grupos: as enzimas de atividade antioxidante e os
antioxidantes ndo-enzimaticos. Os primeiros correspondem principalmente as enzimas
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase. Os agentes antioxidantes nao-
enzimaticos compreendem as vitaminas C e E (a-tocoferol) e peptideos ativos representados
por glutationa reduzida (GSH) (FERRARI et al., 1998).

Entretanto, as defesas enddgenas podem ndo ser suficientes para impedir a acdo
deletéria de uma liberacdo elevada de ERO. Nessas condi¢Bes, compostos da dieta, que
podem atuar como antioxidantes exercem efeitos benéficos, aumentando as defesas celulares
contra o dano oxidativo (BENZIE et al., 2003). Portanto, ha atualmente um grande interesse
na descoberta de substancias naturais capazes de prevenir ou até reverter danos causados
pelo estresse oxidativo.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado consistentemente a associagdo positiva
entre 0 consumo de frutas e vegetais, com alto conteudo de polifendis, com reducdo nas
taxas de mortalidade por doencgas cardiovasculares, cancer e outras patologias degenerativas
(DILLARD & GERMAM, 2000).

Resveratrol é um polifenol com forte atividade antioxidante (MIURA et al., 2003),
descoberto na casca da uva (TOMERA, 1999), sendo relativamente abundante em vinho
tinto. Tem sido citado por sua capacidade em eliminar ERO e outros radicais livres, além de
inibir a peroxidagao lipidica de membranas celulares, bem como inibir danos ao DNA (acido
desoxirribonucléico) causados por radicais hidroxil (OH) (LEONARD et al., 2003).
Associado a baixa mortalidade por doencas cardiovasculares, observada em individuos com
elevada ingestdo de lipidios tem sido hipotetizado como um provavel responsavel pelo
“Paradoxo Francés” (TOMERA, 1999; GAMBELLI & SANTARONI, 2004).

Ao resveratrol tém sido atribuidos inimeros efeitos bioldgicos como inibicdo da
sintese de eicosandides nos leucécitos de ratos, inibicdo da ativacdo e/ou agregacdo
plaquetéria, interferindo também com o metabolismo do acido araquidénico (HUNG, 2000),
por possuir acao anticancer e antiinflamatoria (MARTINEZ & MORENO, 2000).
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O resveratrol também tem sido descrito por atuar na reducéo de sintese de lipidios no
figado de ratos, prevenindo a oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
(FREMONT, 1999; MENG et al., 2005) e por sua acdo hipolipidémica (LADEN &
PORTER, 2001). Embora o papel do resveratrol no perfil lipidico sérico venha sendo alvo
de discussdo, uma vez que ha pesquisadores que defendam que sua administracdo ndo é
capaz de alterar o perfil lipidico sérico de animais (ZERN et al., 2003; WANG et al., 2005).
Além disso, o papel do resveratrol sobre metabolismo basal e hepéatico ainda ndo foi
definido.

O presente experimento objetivou, portanto, o estudo do resveratrol sobre perfil
lipidico serico, estresse oxidativo sérico e hepatico, bem como metabolismo basal e hepatico

de ratos suplementados com etanol e com a mistura de etanol com sacarose.

IY. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 30 ratos machos adultos Wistar de peso médio 334,9+6,5 g. Os
animais foram provenientes do Biotério Central da UNESP, "campus de Botucatu”, e
transferidos para o “Laboratério de Bioquimica na Experimentagdo Animal" do
Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, & temperatura de 22 + 3°C com
perfodos claro/escuro de 12 horas. O protocolo experimental n° 76/07 est4 de acordo com 0s
principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacio Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentagcdo Animal (CEEA) da UNESP/Botucatu.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais recebendo ragdo padréo, sendo
divididos em 5 grupos (n=6/grupo), diferindo no componente liquido da dieta: grupo C,
considerado controle recebendo agua destilada; grupo E - (4gua destilada 4 dias + etanol 3
dias), que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias
semanais; grupo ER — (agua destilada 4 dias + etanol com resveratrol 3 dias), que recebeu
agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias
semanais; grupo ES — (sacarose 4 dias + etanol 3 dias), que recebeu solucdo aquosa de
sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3 dias

semanais e grupo ESR — (sacarose 4 dias + etanol com sacarose e resveratrol 3 dias), que
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recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%,

etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais (Esquema 1).

Esquema 1. Fluxograma do experimento

Durante a primeira semana experimental os animais dos grupos E, ER, ES e ESR
receberam etanol a 15% para adaptacdo, passando a receber etanol a 30% nas demais
semanas, até o final do experimento.

A dose de resveratrol foi estimada para corresponder a sua ingestdo diaria contida em 1
litro e meio de suco de uva por dia (DONG, 2003) para humanos de 70 Kg, corrigida de

acordo com a ingestdo diaria por Kg de peso para os animais (HABOLD et al., 2004).
4.2. Determinacdo do metabolismo basal e utilizacéo de substrato energético

Ao final de 65 dias de experimento, foram determinados o metabolismo basal, o
consumo de 02 (VO2) e a produgdo de CO2 (VCO2). A utilizacdo de lipidios e carboidratos

como fonte de energia foi obtida através do quociente respiratdrio (VCO2/VO2) (STROHL
etal., 1997).
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As determinacGes foram realizadas com uso de cdmara metabolica para sistema
respiratorio animal (CWE, Inc, St. Paul USA) com medidas obtidas em computador através
de programa especifico (software MMX, CWE, Inc., USA). Apds a adaptacdo dos animais a
camara metabdlica, foi determinado o metabolismo basal apos jejum (12-14h) para que no
momento da determinacdo o glicogénio muscular tenha sido depletado (COMMERFORD et
al., 2000). Apds a calibracdo do equipamento (temperatura e pressdo) cada animal foi
colocado na camara metabdlica permanecendo durante 10 minutos em repouso com fluxo de
ar constante.

Foram registrados o consumo de O, (VO,), a produgdo de CO, (VCO,) dos animais
sendo calculada a média de 3 medidas consecutivas, permitindo evidenciar as alteragdes no
quociente respiratério nos diferentes grupos experimentais e a taxa metabdlica basal
(STROHL et al., 1997).

Figura 1. Equipamento onde foi realizado exame de calorimetria

Tendo como base os dados da calorimetria indireta (VO,2,VCO,), energia total ingerida
e peso corporal final, foram calculados:
» Balango energético diario (Kcal/dia)= Energia ingerida (Kcal/dia)-TMB
(Kcal/dia) (LABAYEN et al., 1999)

VO, (mL/h)
superficie corporal (g°7)

» Consumo de oxigénio pela superficie corporal (mL/h/g®") =

(BRAY, 1969);
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. i _ VO, x(QR - 0,707)
» Oxidacdo de carboidrato (mg/min) = 0293 x 0,746

(LABAYEN et al., 1999);

- . . VO, x(1-QR)
» Oxidacao de lipidio (mg/min) = 0293 x 0,746 (LABAYEN et al.,

1999).

Onde VO, é medido em L/min; 1,00 é o QR para a oxidacdo total de carboidrato;
0,707 é o QR para a oxidacdo total de lipidios; 0,293 é a diferenca entre 1,000 e 0,707; e
0,746 é o numero de litros de oxigénio consumido por grama de glicose oxidada.

Figura 2. Camaras metabolicas

4.3. Obtencgéo de amostras

Ao término do periodo experimental (70 dias), apds jejum de 12 horas os animais
foram anestesiados (pentobarbital sédico 3%, 0,1mL, i.p.), e sacrificados por fratura cervical
e decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos de ensaio, com auxilio de funil e o figado
retirado e lavado em solucdo salina gelada (NaCl 0.9%). O soro foi separado por
centrifugacdo a 4.000 rpm e utilizado para a determinacdo das concentracdes de proteinas
totais (LOWRY et al.,, 1951), perfil lipidico (Laborlab produtos para laboratérios,
Guarulhos, SP, Brasil ), glicose (Laborlab produtos para laboratorios, Guarulhos, SP, Brasil
), hidroperdxido de lipidio (JIANG et al., 1991) e substancias antioxidantes totais, além das
atividades da enzima alanina amino transferase (ALT) (MOURA, 1982). O figado foi
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retirado e lavado em solucéo salina gelada (NaCl 0.9%). As amostras de tecido hepatico em
porcdes de 200mg foram pesadas e homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 5 mL de tampédo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0. Os homogeneizados foram
centrifugados a 10000rpm durante 15 minutos, sendo os sobrenadantes utilizados para as
determinacfes de proteinas totais, hidroperoxido de lipidio (HP) (JIANG et al., 1991),
substancias antioxidantes totais (SAT) (MEHMETCIK et al., 1997), glutationa peroxidade
(GSH-Px) (NAKAMURA et al., 1974), catalase (AEBI, 1974), superoxido dismutase (SOD)
(EWING & JANERO, 1995). O metabolismo energético foi analisado através das atividades
das enzimas pB-hidroxiacil Coenzima A desidrogenase (OHADH) e citrato sintase (CS)
(BASS et al., 1969). As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro com controle de
temperatura (UV/visivel Ultrospec 5,000 com Swift Il software, Cambridge, England, UK) e
em leitor de microplaca (uQuant-MQX 200 Bio-Tech Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA) com controle através do software Kcjanior (Bio-Tech Instruments, Inc., Winooski, VT,
USA). Todos os reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma.

4.5. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para comparagdo entre as
médias foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) para esquema fatorial 2x2 no modelo
ao acaso, complementada com o teste de Bonferroni. Comparacao entre atividade da enzima
OHADH e concentragdo de triacilglicerol sérico foi analisada através da correlagdo linear de
Pearson, com nivel de significancia foi estimado p<0,05 (CURI, 1997; SMITH et al., 1998).

V. RESULTADOS

Observou-se na Tabela 1 que animais suplementados com etanol apresentaram
elevacdo na taxa metabolica basal (TMB), volume de oxigénio (VO,), VOy/superficie
corporal (SC) e oxidacéo lipidica (Ox-L), além de reducdo do quociente respiratorio (QR)
em relacdo ao controle. A administracdo de resveratrol ao grupo suplementado com etanol
reduziu a oxidacdo de lipidios e normalizou a TMB em relacdo ao grupo E, sem alteracdo do
QR (Tabela 1).

Os animais dos grupos E, ER e ES apresentaram reducdo no volume de diéxido de

carbono (VCO;) em relacdo ao C (Tabela 1).
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Animais suplementados com etanol e sacarose apresentaram reducdo na Ox-L quando
comparados ao grupo E, sem alteracdo na TMB. A administracdo de resveratrol ao grupo
ESR reduziu o VCO; e elevou a Ox-L em relagdo aos grupos C, ER e ES. O resveratrol
também elevou a TMB comparado ao controle (Tabela 1).

Os parametros VO,/peso corporal (PC) e oxidacdo de carboidratos (Ox-C) nao
apresentaram diferenca significante entre os grupos em estudo (Tabela 1).

A suplementacdo com etanol, no grupo E, promoveu aumento do triacilglicerol (TG) e
VLDL-colesterol em relacdo ao C. Observou-se redugdo da glicemia nos animais
submetidos ao consumo de etanol. As concentracOes de proteinas séricas e LDL-colesterol
ndo apresentaram diferenca significante entre os grupos em estudo. O tratamento com
resveratrol em animais submetidos ao consumo de etanol reduziu as concentracdes de TG e
VLDL, elevando a concentracdo de colesterol total em relacdo ao grupo que recebeu apenas
o etanol. O grupo ER também elevou a concentracdo de HDL-colesterol, bem como a
relagdo HDL/TG em comparacao aos grupos C e E (Tabela 2).

ES diminuiu a concentracdo de VLDL com relacdo aos grupos C e E, assim como a
concentracdo de TG em comparacdo ao grupo E. ES elevou a concentragdo de HDL-
colesterol e a relagdo HDL/TG, além de reduzir a concentracdo de VLDL, quando
comparado aos grupos C e E . A administragdo de resveratrol ao grupo ESR reduziu TG,
VLDL e a relacdo HDL/LDL quando comparados aos demais grupos experimentais. ESR
apresentou ainda, reducdo na concentracdo de colesterol em relagdo a ES e reducdo na
concentracdo de HDL em relacdo a ER e ES. Além disso, ESR aumentou a relagdo HDL/TG
guando comparado a C e E (Tabela 2).

Observou-se que o0s animais submetidos a solucdo aquosa contendo etanol
apresentaram elevacdo da ALT em comparacdo ao controle (Tabela 3).

Os parametros hidroperoxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais (SAT),
bem como a relagdo SAT/HP ndo apresentaram diferenca significante entre os grupos em
estudo (Tabela 3).

A Tabela 4 apresenta o estresse oxidativo hepatico. Ratos suplementados com etanol
reduziram a concentracdo de proteinas totais e elevaram a atividade da SOD. O tratamento
com resveratrol em ratos suplementados com etanol normalizou a concentracdo de proteinas
totais hepaticas em relacéo ao C, além de elevar a atividade da catalase quando comparado
a C e E (Tabela 4).

A associacdo do etanol com sacarose reduziu a concentracdo de proteinas totais

hepaticas e elevou a atividade da SOD em relacdo ao C. O tratamento com resveratrol, no
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grupo ESR, reduziu a concentracdo de proteinas totais hepaticas em relacdo ao controle, bem
como a concentracdo de HP quando comparado a C, E e ER. ESR elevou a atividade da
catalase em relagdo aos demais grupos em estudo e reduziu a atividade da SOD em relacéo a
ES, sem atuar sobre as concentragdes de proteinas totais que permaneceram iguais ao grupo
E (Tabela 4).

Na Tabela 5 pode ser observado o metabolismo energético dos grupos experimentais.
O grupo suplementado com etanol apresentou redugdo na relacdo beta --hidroxiacil
Coenzima A desidrogenase (OHADH)/ citrato sintase (CS) em relacdo ao controle. A
administracdo de resveratrol no grupo ER ndo alterou a relagio OHADH/CS que
permaneceu igual ao grupo E.

Os grupos C, E e ER ndo apresentaram diferenca significante na atividade da OHADH
e CS quando comparados ao controle (Tabela 5).

Observou-se que o grupo ES elevou a atividade da CS e reduziu a relacdo
OHADHY/CS comparado aos grupos C e E. O tratamento com resveratrol no grupo ESR
elevou a atividade da OHADH e CS quando comparado aos grupos C, E e ER, bem como a
relacio OHADH/CS em comparacéo ao ES (Tabela 5).

A Figura 3 apresenta a correlagdo negativa entre a atividade da enzima OHADH no
tecido hepético e a concentragdo de triacilglicerol sérica.
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Tabela 1. Parametros calorimétricos taxa metabdlica basal (TMB), volume de oxigénio (VOy)
(mL/h), volume de diéxido de carbono (VCO,), VO,/peso corporal (VO,/PC), quociente
respiratorio (QR), VO,/ superficie corporal (VO2/SC), oxidacdo de carboidratos (OX-C) e
oxidacdo de lipidios (OX-L) analisados nos animais do grupo controle (C), grupo E que
recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo
ER que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol
(6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que recebeu solugdo aquosa de sacarose 30% durante 4
dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que
recebeu sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e
resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais

Grupos
C E ER ES ESR
TMB 1,02+0,18 1,39+0,25° 1,22+0,15 1,19+0,13 1,45+0,26°

VO,(mL/h) 141,06+28,70 196,20+31,40° 182,24+32,66 165,81+25,36 192,11+30,93

VCO,(mL/h)  143,43+1,76 140,18+0,82% 141,29+0,32° 141,55+0,16° 138,950,96*

VO,/PC

(mL/h/g) 0,31+0,07 0,45+0,09 0,41+0,05 0,39+0,05 0,44+0,09
QR 0,99+0,14  0,73+0,12*  0,80+0,14 0,87+0,14 0,74+0,11
VO,/SC

(mL/h/g®" 1,99+40,41  2,77+0,44*  2,57+0,45 2,38+0,36 2,72+0,46

Ox-C (mg/min)  1,48+0,34 0,84+0,55 0,85+0,42 0,90+0,57 0,71+0,45

Ox-L (mg/min)  0,86+0,36  3,33+0,97°  1,29+0,59°  1,33+0,75°  3,04+0,99°

 Diferenca significante em relagdo ao grupo C, com p<0,05 ; ® Diferenca significante em
relagdo ao grupo E, com p<0,05; © Diferenca significante em relacdo ao grupo ER, com
p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 2. Concentracdes de proteina total, glicose, triacilglicerol (TG), colesterol total,
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina de elevada densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e relagdes LDL/TG, HDL/TG e HDL/LDL no soro dos
animais do grupo controle, grupo E que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol
30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e
etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que recebeu solucéo
aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3
dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura
sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais

Grupos
C E ER ES ESR
Proteinas 7,25+0,65 7,24+0,78 7,58+0,60 6,29+0,47 6,75+0,54
(g/dL)
Glicose 180,82+19,34 132,42+13,07* 121,11+10,43% 132,45+13,85%° 130,29+14,28
(mg/dL)

Triacilglicerol  109,37+7,05  123,84+4,44* 111,89+6,65° 101,45+8,50° 78,86+4,98*"
(mg/dL)

Colesterol 87,61+8,85 76,27+7,11 08,44+8,01° 91,04+9,19 82,90+9,30°
(mg/dL)

VLDL-c 2151+0,93  24,77+0,89°  21,93+0,33°  19,76+0,70®  15,25+0,85%"
(mg/dL)

LDL-c 17,45+9,79 14,22+5.85 17,64+8,96 18,39+7,58 28,03+6,57
(mg/dL)

HDL-c 42,12+5,04 40,93+4,94  57,17+5734%® 51 57+4,01*  42,71+343%
(mg/dL)

LDL/TG 0,18+0,07 0,11+0,05 0,18+0,07 0,20+0,07 0,33+0,05%
HDL/TG 0,39+0,04 0,33+0,04 0,51+0,02% 0,51+0,06% 0,54+0,05%

HDL/LDL 2,96+0,63 3,42+0,46 2,84+0,63 308 0,35 1,58+ 030ade

relagao ao grupo E, com p<0,05; ¢ Diferenca S|gn|f|cante em relagao ao grupo ER, com p<0,05;
leeren(;a significante em relacdo ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 3. Hidroperoxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais (SAT), relacao
SAT/HP e alanina amino-transferase (ALT) dos animais do grupo controle, grupo E que
recebeu &gua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais,
grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo
resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que recebeu solucdo aquosa de sacarose
30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% durante 3 dias
semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura
sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias semanais

Grupos
C E ER ES ESR
HP (nmol/L)  9,58+0,83 8,93+0,69 9,35+0,84 9,37+0,66 10,00+0,57
SAT (%) 18,75+5,44  13,79+£3,79  17,11+5,05 15,08+3,72  20,93+4,52
SAT/HP 1,97+0,43 1,54+0,41 1,80+0,38 1,60+0,34 2,08+0,34

ALT (U/L)  50,11508 82,51+6,33" 78,2748,83% 74,18+7,59% 90,97+7,0°

% Diferenca significante em relacdo ao grupo C, com p<0,05 ; * Diferenca significante em
relacdo ao grupo E, com p<0,05; © Diferenca significante em relacdo ao grupo ER, com
p<0,05; % Diferenca significante em relac&o ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 4. Concentracdo de proteinas totais, hidroperdxido de lipidio (HP), enzimas
envolvidas no estresse oxidativo como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px), substancias antioxidantes totais (SAT) presentes no tecido
hepéatico dos animais do grupo controle, grupo E que recebeu agua destilada durante 4 dias
semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada
durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo
ES que recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose
30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4
dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais

Grupos

C E ER ES ESR

Proteinas
totais
(9/100de  27,12+2,05 23,87+1,23*  24,33+1,75 22,15+2,16*  23,71+1,39%
tecido)

HP
(nmol/g de 386,92+5,73  396,93+11,68 437,93+10,77 399,10+6,93  344,03+13,10**
tecido)

CAT
(nmol/g de
protefna)  0,21+0,09 0,15+0,06 0,45+0,11®  0,30+0,08 0,69+0,09%°*¢

SOD
(nmol/g de
proteina)  7,38+0,81 8,85+0,71° 8,94+0,61° 9,56+0,89° 8,19+0,46°

GSH-Px
(nmol/g de
proteina)  253,90+37,80 263,27+27,73 268,01+26,35 300,35%+29,10 272,40£25,11

SAT (%) 12,16+1,23 11,64+1,10 11,67+1,22 11,66+0,85 13,87+1,86

4. Diferenca significante em relagdo ao grupo C, com p<0,05 ; > Diferenca significante em
relacdo ao grupo E, com p<0,05; © Diferenca significante em relagdo ao grupo ER, com
p<0,05; ¢ Diferenca significante em relacéo ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 5. Atividade das enzimas envolvidas no metabolismo energético hepatico, p-
hidroxiacil-Coenzima A desidrogenase (OHADH), citrato sintase (CS) e a relacdo entre
OHADHY/CS dos animais do grupo controle, grupo E que recebeu agua destilada durante 4
dias semanais e etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada
durante 4 dias semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo
ES que recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose
30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante 4
dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais

Grupos
C E ER ES ESR

OHADH
(nmol/mg
proteina) 119,57+12,50 118,88+9,12 118,52+11,80 130,39+10,86 149,86+11,53*°

CS(nmol/mg
proteina) 24524283  27,68+2,30  27,97+3/45  37,87+2,22% 3331+3,38%°

OHADH/CS 4,95+0,20 4,30+0,26 4,22+0,32 3,45%0,29 4,52+0,36"

& Diferenca significante em relagdo ao grupo C, com p<0,05 ; ° Diferenca significante em
relacdo ao grupo E, com p<0,05; © Diferenca significante em relagdo ao grupo ER, com
p<0,05; % Diferenca significante em relac&o ao grupo ES, com p<0,05.

56




r=-0,603

Figura 3. Correlagdo negativa entre a atividade da enzima betahidroxiacil Coenzima A
desidrogenase (nmol/mg de proteina) e a concentracao sérica de triacilglicerol (mg/dL) dos
animais pertencentes ao grupo E, que recebeu agua destilada durante 4 dias semanais e
etanol 30% durante 3 dias semanais, grupo ER que recebeu agua destilada durante 4 dias
semanais e etanol 30% contendo resveratrol (6mg/L) 3 dias semanais; grupo ES que
recebeu solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais e a mistura sacarose
30%, etanol 30% durante 3 dias semanais e grupo ESR que recebeu sacarose 30% durante
4 dias semanais e a mistura sacarose 30%, etanol 30% e resveratrol (6mg/L) durante 3 dias
semanais.

Valor de “r” foi obtido através da correlagdo de Pearson, diferengas consideradas

significantes com p<0,05.
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YVI. DISCUSSAO

A oxidacdo do alcool ocorre praticamente toda no tecido hepatico. A primeira fase
da biotransformacao do etanol compreende sua oxidacdo a acetaldeido. No hepatdcito, esta
transformacdo é realizada através de trés caminhos distintos: via alcool desidrogenase
(ADH, E.C.1.1.1.1)) no citosol ou na parte sollvel da célula, via sistema microssomal de
oxidacdo do etanol (MEOS) localizada no reticulo endoplasmatico, ou via catalase (CAT,
E.C.1.11.1.6.) localizada nos peroxissomas.

Durante a oxidacdo do etanol pela enzima alcool desidrogenase (ADH) ocorre
modificacdo do sistema redox que é responsavel por alteracGes metabolicas, decorrentes do
consumo do etanol. Estas alteracfes envolvem o aumento da a-glicerofosfato hepatico e o
estimulo a sintese de &cidos graxos com concomitante diminuicdo da oxidacdo normal dos
acidos graxos, seguido pela inibicdo da gliconeogénese (LIEBER, 1999). Desta maneira,
existe uma producdo maior de triglicerideos (LIEBER, 1973) e VLDL-colesterol, como
apresentado pelos animais do grupo E, bem como reducao da glicose sérica (Tabela 2).

A maior producdo de TG no tecido hepético doa animais do grupo E foi seguida
também pela diminuicdo na oxidacdo de acidos graxos nos ratos suplementados com etanol.
A reducdo na oxidacédo de acidos graxos no tecido hepatico foi observada através da reducao
na relacdo beta-hidroxiacil coenzima A desidrogenase (OHADH)/ citrato sintase (CS)
(Tabela 5), bem como na correlagdo negativa entre a atividade da enzima OHADH e
concentracdo de triacilglicerol hepatico (Figura 1). A OHADH € enzima marcadora da beta
oxidacgéo de &cidos graxos (BASS et al., 1969).

Pequenas doses de etanol sdo metabolizadas pela ADH, enquanto o aumento no
consumo de etanol leva a metabolizacéo deste pela MEOS (LIEBER, 1988).

A ingestdo de alcool tem um efeito importante na forma e funcdo da energia gerada
no sistema mitocondrial. A inducdo do citocromo 2E1 (CYP 2E1) ou MEOS pelo etanol é
bem conhecida, e tem sido considerada a responsavel pela perda de energia associada ao
consumo de etanol (LANDS, 1995).

Estudos mostram aumento da perda de energia em animais submetidos a ingestdo
de etanol (LEVINE et al.,, 2000; MATTES, 2006). Esta condicdo pode em parte, ser
relacionada com o metabolismo do etanol pela MEQOS, ocorrendo aumento do consumo de
oxigénio hepatico assim como nos demais tecidos, representado através do aumento do VO,

VO, /superficie corporal pelo grupo E (Tabela 1). Este evento tem sido associado ao fato do
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etanol ser eliminado sem producdo de ATP, ndo sendo sua energia, portanto, estocada no
organismo (PIROLA & LIBER, 1975). GASBARRINI et al. (1998) apresentaram estudos
com reducdo nos valores de ATP no figado de ratos submetidos ao consumo de etanol,
relacionando esta reducdo aos efeitos tdxicos de sua ingestdo. Esta perda de energia ou
termogénese induzida pela ingestdo de alcool (15%) é elevada em relagéo a outros nutrientes
como carboidrato (8%), proteina (25%) e lipidio (3%) (SUTTER, 1994; BUEMANN, 2001).
A termogénese € refletida pelo aumento da taxa metabdlica basal (TMB) e explica a
manutencdo do ganho de peso nos animais submetidos ao consumo de etanol (Tabela 1,
capitulo 1) embora o etanol seja 0 segundo maior macronutriente em energia (ATWATER &
BENEDICT, 1902; CARPENTER, 1940; PRENTICE, 1995) (Esquema 2).

Esquema 2. Oxidagdo do etanol pela via microssomal de oxidagao do etanol (MEQS),

e as consequéncias metabdlicas
O consumo de etanol promoveu a reducdo do QR seguido pelo aumento da oxidagao
lipidica em animais do grupo E (Tabela 1) no estado de jejum. Desde que nestas condi¢Bes
os lipidios do tecido adiposo sdo fonte energética para o organismo (ASTRUP et al., 1996).

Segundo ADDOLORATO e colaboradores (1998), o alcool tem reduzido significantemente
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os valores de QR indicando um aumento na oxidacdo lipidica em pacientes sob condicgdes
basais. O aumento da concentracdo de triacilglicerol e conseqiientemente de VLDL-
colesterol representou substrato para a elevacdo na oxidagdo lipidica no grupo E durante o
estado de jejum (Tabela 1).

Animais do grupo E apresentaram ainda reducdo no VCO, em relacdo ao controle
(Tabela 1). A reducdo no VCO; esta associada a inibicéo do ciclo do citrato promovida pelo
consumo de etanol (LIEBER et al., 1967), embora a suplementacdo com etanol néo tenha
apresentado alteragdo significante na atividade da CS, reduziu a relaggo OHADH/CS
(Tabela 5). A CS constitui a principal enzima envolvida no controle de fluxo de metabolitos
do ciclo do &cido tricarboxilico (BASS et al., 1969).

Cada um dos trés processos de oxidacdo de etanol resulta na producdo de radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (EROs), os quais sdo capazes de promover danos as
células hepaticas ao desencadear estresse oxidativo e peroxidacdo lipidica no tecido
(FROMENTY & PESSAYRE, 1995; KUROSE et al., 1996, SEIS, 1993; FRIDOVICH,
1989, LIEBER, 2003). Durante o estresse oxidativo, as EROs tais como radical superoxido
(0,"), radical hidroxila (HO,), hidroxil (OH"), peréxido de hidrogénio (H.0-) e oxigénio
singlet * O ) podem produzir danos teciduais (SOHAL & WEINDURCH, 1996).

A suplementacdo com etanol aumenta a atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) (HUSAIN et al., 2001), como observado na Tabela 4. A SOD catalisa a reacdo do
anion superéxido a perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular e tem a funcdo de proteger
as membranas celulares dos efeitos deletérios da peroxidacdo lipidica (FRIDOVICH, 1975).
O aumento na atividade da SOD durante a ingestdo crénica de etanol poderia refletir uma
resposta protetora a producdo de anions superoxido (VALENZUELA et al., 1980) pela
oxidagéo do etanol via ADH e MEOS (LIBER, 2003). A elevagdo da SOD também pode
estar relacionada com o processo adaptativo do tecido hepatico a condi¢bes adversas que
resulta em aumento das defesas antioxidantes (ROUACH et al., 1996), o que explicaria a
manutencdo na atividade das enzimas CAT e GSH-Px no grupo suplementado com etanol
(Tabela 4). Outra hip6tese relaciona 0 aumento de sua atividade a condicdo denominada
“hormesis”, que caracteriza a modulacdo de antioxidantes através de repetidos episddios de
condicdes potencialmente adversas (JI et al., 2002).

Estudos demonstram que a administracdo de etanol pode aumentar a peroxidacéo
lipidica hepatica em certas condi¢bGes experimentais (ALBANO, 1982; REINKE, 1987).
Entretanto, os animais submetidos & suplementagdo com etanol ndo apresentaram diferenca

significante na concentracdo de HP e SAT sérica ou hepatica (Tabelas 3 e 5), bem como na
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relacdo HP/SAT entre os grupos em estudo (Tabela 3). Este fato foi associado com tempo de
administracao do etanol (3 dias semanais), que pode ndo ter sido suficiente para promover
peroxidacdo lipidica ou ainda, a concentracdo de SAT que foi capaz de impedir a
peroxidacdo lipidica nestes animais.

Fato importante a ser considerado foi a manutencdo da GSH-Px (Tabela 4) indicando
que a concentracdo de etanol administrada ndo foi capaz de promover intoxicacdo cronica
nestes animais, uma vez que intoxicacgdo crénica pelo etanol favorece o consumo de GSH e
sua oxidacdo para GSSG pela GSH-Px (ALTAMORE, 1988). Houve, entretanto, aumento
da ALT sérica refletindo a toxicidade do etanol (Tabela 3). Alteragfes nas concentracdes de
ALT séricas sdo especificas do figado e tém sido usadas como importante forma de
diagnostico de alteracBes hepaticas, incluindo o alcoolismo (NOVELLI et al., 1996;
NOVELLI etal., 1997; SEIVA et al., 2009).

O consumo de alcool tem profundos efeitos sobre o metabolismo de proteinas
(PREEDY et al., 1999). Experimentos realizados em humanos e em animais tém mostrado
que a ingestdo de alcool proporciona um equilibrio negativo de nitrogénio a despeito de uma
adequada ingestdo protéica (RODRIGO et al., 1971). Este fato pode ser associado a inibigédo
da absorcdo de proteinas pelo intestino (PETERMANN et al., 1993) e conseqliente aumento
da excrecdo de nitrogénio na urina em animais submetidos ao consumo de etanol (MEZEY,
1975), reduzindo assim a producao de proteinas totais no tecido hepatico (Tabela 4), embora
a concentracao no soro ndo tenha sofrido alteracédo (Tabela 2) .

O resveratrol foi o responsével pela redugdo na concentragdo de triacilglicerol e de
VLDL-colesterol em animais suplementados com etanol (Tabela 2). O resveratrol foi capaz
de reduzir a concentragdo de lipoproteinas de baixa e de muito baixa densidade (FRANKEL
et al., 1993) através da modulacdo do metabolismo de lipoproteinas (MENG et al., 2005),
condicbes que ajudam na prevencdo de doencas cardiovasculares. Esta reducdo na
concentragdo de VLDL pode ser associada ao fato do polifenol resveratrol ativar o gene
SIRT 1 que induz beneficios a satude (BAUR et al., 2006; LAGOUGE et al., 2006 ).

SIRT 1 dependente de monofosfato de adenosina quinase (AMPQ). A AMPQ ¢
conhecida moduladora do estado energético celular, ativada pelo aumento da relagdo entre
AMP/ATP, ou pela elevacdo na atividade de quinases como LKB1 (quinase supressora
tumoral) e Ca®'/proteina quinase — B-quinase dependente de calmodulina (CaMKKP).
Estimulo da AMPQ inibe a expressdo de &cido graxo sintetase e a sintese de lipidios
induzida pela elevada ingestéo de carboidratos (HOU et al., 2008). Nestas condi¢Oes ocorre
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diminuicao na atividade da acetil coenzima-A carboxilase, reduzindo a formacdo de malonil
coenzima A, precursor da sintese de acidos graxos e modulador da carnitina acil transferase.
Deste modo, ocorre diminui¢do na sintese de acidos graxos e elevacdo na sua oxidacao
(Esquema 3), neste caso, reducdo da sintese, uma vez que ndo houve alteracdo na atividade
da enzima OHADH (Tabela 5).

Esquema 3. Ativacdo da oxidacdo lipidica por compostos fenodlicos. LKB1 quinase
supressora tumoral; AMPQ), proteina quinase dependente de AMP; ACC, acetil coenzima A

carboxilase; FAS, sintese de acidos graxos (HOU et al., 2008).

A reducdo na concentracdo de triacilglicerol plasmatico associado ao fato do
resveratrol reduzir a atividade da MEOS ao inibir a CYP 2E1 promoveu a reducdo na
oxidacdo lipidica e normalizou os parametros TMB, VO,, VOu/superficie corporal e QR

guando comparado aos resultados apresentados pelo controle (Tabela 1).

A enzima CYP 2E1 envolvida no metabolismo do etanol, constitui uma das
diferentes enzimas do citocromo P450 (LIEBER, 2003). O citocromo P450 é uma

superfamilia de hemoproteinas que catalisa a biotransformacdo de drogas, bem como a
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bioativacdo de muitos prd-cancerigenos e toxinas (GUENGERICH et al., 1998). O
citocromo P450 constitui o principal componente da MEOS (LIBER, 2003).

O resveratrol em ratos submetidos ao consumo de etanol promoveu elevacdo na
concentracdo de HDL-colesterol e, portanto, aumento também na concentracdo de
colesterol total (Tabela 2). A elevacdo da concentragdo de HDL tem sido considerada um
fator de protecdo contra aterosclerose (BARTER et al., 1996). LIN et al. (2002) reportaram
que a apolipoproteina da HDL pode reduzir o influxo de colesterol para macréfagos,

impedindo assim a formacao de células espumosas.

A administracdo de resveratrol aos ratos do grupo ER ndo foi capaz de alterar o
parametro VCO, (Tabela 1) ou a relacdo OHADH/CS (Tabela 5) que permaneceram iguais

aos resultados apresentados pelo grupo E.

Resveratrol possui acdo antiinflamatéria (MARTINEZ & MORENO, 2000;
DONNELY et al., 2004) atuando através da inibi¢do das enzimas ciclooxigenases 1 (COX-
1) e 2 (COX-2) (KOROLKIEWICZ et al., 2003) e desta forma, protegendo o intestino da
interferéncia do etanol e melhorando a absorcdo de proteinas normalizando a sua

concentracdo no tecido hepatico como ocorreu no grupo ER (Tabela 4).

Embora o resvertarol seja descrito por suas propriedades antioxidantes (FRANKEL
& KINSELLA, 1993; FREMONT, BELGUENDEZ & DELPAL, 1999), nio foi capaz de
reverter o dano hepatico representado pelo aumento na ALT sérica (Tabela 3). Segundo
JUAN et al. (2002) e BAUR et al. (2006), a concentracdo de ALT, indicativo da
integridade hepética, ndo apresentou diferenga significante entre ratos tratados com
resveratrol e o controle.

Durante periodos de aumento na ingestdo de sacarose, o figado pode converter
glicose em acidos graxos, dos quais triacilglicerdis sdo produzidos e transportados nos
vasos sanguineos (NOVELLI et al., 2008). A ingestdo de sacarose tem sido reportada
como a causa da elevacgdo nas concentracgdes de triacilglicerol e insulina (NESTEL et al.,
1970; NAISMITH et al.,, 1974) em humanos e animais experimentais (REISER et al.,
1975; LAUBE et al., 1973), assim como 0 metabolismo de grandes quantidades de frutose
leva ao aumento na sintese de triacilglicerol e sua liberagdo no sangue na forma de VLDL-
colesterol (VRANA et al., 1983). Além disso, 0 aumento na concentracio de carboidratos
na dieta, in vivo, inicia a transcricdo e também eleva as concentrages de 4acido

ribonucléico mensageiro (RNAm) de enzimas lipogénicas (IRITANI et al., 1992).
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A ingestdo de sacarose assim como o etanol, promove aumento na producgédo hepética
de triacilglicerol e VLDL rica em triacilglicerol (TOL et al., 1998). Entretanto, foi
observado que animais suplementados com sacarose e etanol apresentaram reducdo na
concentracdo de triacilglicerol, bem como de VLDL séricos em relacdo ao C e E (Tabela
2). A associacdo de etanol com sacarose pode ter promovido um desequilibrio entre a
sintese de TG e a liberagdo de VLDL, uma vez que o etanol prejudica a ativacdo e
utilizacdo de nutrientes (LIEBER et al., 2000). Estes animais podem ter apresentado
prejuizo na producdo de VLDL devido a dificuldade em produzir apolipoproteinas no
tecido hepatico, reduzindo assim a concentragdo de VLDL e consegiientemente do
triacilglicerol no soro destes animais (Tabela 2), acumulando lipidios no figado.

O desequilibrio entre a sintese e a secrecdo de triacilglicerol pode levar ao acimulo
no figado (IVANOV et al., 1992). O acumulo de triacilglicerol pode induzir esteatose
hepética, que é definida como acimulo de lipidios no tecido hepatico (DELZENE et al.,
1997).

Ao reduzir a concentracdo de VLDL e conseqiientemente a oferta de triacilglicerol
sérica, 0 grupo ES reduziu também a oxidacdo lipidica durante o jejum, elevando a
concentracdo de HDL-colesterol no soro destes ratos (Tabela 2).

O consumo de sacarose pelo grupo ES elevou o aporte de energia como observado na
Capitulo 1, Tabela 4, entretanto estes animais nao apresentaram reducdo da TMB e VO,
(Tabela 1) como esperado para ratos submetidos ao consumo de sacarose (NOVELLI et
al., 2008). Individuos obesos apresentaram reducgdo de 3 a 5% na TMB (ASTRUP et al.,
1999), e um importante fator determinante da TMB € a gordura corporal que pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento de obesidade (JOHNSTONE et al., 2005).

A associagéo do etanol com sacarose impediu a elevacao na oxidacao de carboidratos
e QR quando comparado ao controle e ao grupo E (Tabela 1). Como discutido
anteriormente, este fato esta relacionado com o etanol ter a preferéncia na oxidacdo em
detrimento aos demais compostos da dieta. Esta associacdo foi responsavel também por
promover reducdo da oxidacdo lipidica nos ratos do grupo ES em relacdo a E, além de
normalizar os parametros calorimétricos, exceto VCO, que permaneceu alterado como em
todos 0s outros grupos submetidos ao consumo de etanol.

Diversos estudos tém demonstrado que o aumento no consumo de calorias exerce
efeitos deletérios na satde ao induzir danos oxidativos (NOVELLI et al., 2002; DINIZ et
al., 2004). Embora a ingestdo de sacarose em ratos seja acompanhada por significante

aumento na excrecao urinaria TBARS (substancias que reagem com &cido tiobarbiturico)
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sugerindo aumento na peroxidacdo lipidica in vivo (BUSSEROLLES et al., 2001), os
animais do grupo ES néo apresentaram diferenca significante na concentracdo de HP, SAT
séricos ou hepético (Tabelas 3 e 4). Assim como no grupo suplementado com etanol, a
concentracdo de SAT pode ter sido efetiva em impedir os danos oxidativos provocados
pela associacao de etanol com sacarose.

A suplementacdo com etanol e sacarose promoveu elevagédo na atividade da CS, fato
que foi refletido na reducdo da relacdo OHADH/CS (Tabela 5). A elevagdo na atividade da
CS indica que mesmo com aumento na energia ingerida ndo houve alteracdo na integridade
da membrana mitocondrial hepética suficiente para modificar o metabolismo aerobico
durante o periodo experimental (BASS et al., 1969).

Devido ao aumento do consumo liquido e aporte de energia ofertada ao grupo ESR
(Tabela 4, capitulo 1), o resveratrol pode estar promovendo a biogénese mitocondrial no
tecido hepatico mediada pela ativacdo do gene SIRT 1 (BAUR et al., 2006). O provavel
aumento no nimero de mitocéndrias pode ser associado ao aumento da TMB e reducéo do
QR em relacdo ao controle e elevacdo da oxidacgdo lipidica em relacdo aos grupos C, ER e
ES (Tabela 1).

A elevagdo na oxidacdo lipidica promovida pelo resveratrol no grupo suplementado
com sacarose foi seguida pelo aumento na atividade da OHADH e consequientemente a
reducdo nas concentragdes de triacilglicerol e VLDL (Tabelas 2, 5).

A reducéo do triacilglicerol no grupo ESR foi observada também através da elevacédo
na relacdo LDL/TG (Tabela 2). O resveratrol pode atuar reduzindo a sintese hepatica de
triacilglicerol (ARICHI et al., 1982). O tamanho da LDL é inversamente associado a
concentragdo de triacilglicerol. Individuos com baixas concentragfes de triacilglicerois
apresentam LDL grandes, enquanto aqueles que apresentam elevadas concentracdes de
triacilglicerois séricos tém LDL pequenas e compactas (BLOOMGARDEN, 2002),
reduzindo o risco de doencas cardiovasculares.

A reducdo na concentracdo de HDL no grupo ESR refletiu-se na reducdo das
relagbes HDL/TG e HDL/LDL em comparagdo aos demais grupos, bem como na reducéo
do colesterol total em relacdo ao grupo ES (Tabela 2). Segundo LADEN & PORTER
(2001) o resveratrol interage especificamente com a esqualeno monooxigenase reduzindo a
biossintese de colesterol endogeno.

O resveratrol assim como no grupo ER né&o foi capaz de normalizar VCO, (Tabela
2), embora tenha elevado a atividade da CS em relagdo aos grupos que ndo receberam

sacarose (Tabela 5).
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A ativacdo do gene SIRT 1 pelo resveratrol mimetiza parcialmente uma restricao
caldrica e desta forma contribui com a saude (BAUR et al., 2006; LAGOUGE et al., 2006)
ao impedir o ganho de peso e obesidade destes animais como demonstrado na Tabela 1 do
capitulo 1. A restri¢do calorica é considerada a via mais eficiente em estender a satde e
longevidade (BARGER et al., 2003).

Segundo ROCHA e colaboradores (2009), o resveratrol aumentou o0 estresse
oxidativo hepético em ratos que consumiram dieta padrdo. Observou-se que embora tenha
ocorrido aumento na ALT (Tabela 3), o tratamento com resveratrol no grupo ESR reduziu
a concentracdo de HP hepatica (Tabela 4), atuando como agente antioxidante (LEONARD
et al., 2003; SANCHEZ-MORENO et al., 1999; CAI et al., 2003). A reducio no HP
hepatico pode ser associado com a capacidade do resveratrol em atuar como protetor de
radicais superdxido e hidroxila sendo capaz de proteger a membrana celular da
peroxidacdo lipidica (LEONARD et al., 2003). Este fato explica a menor necessidade de
inducdo a aumento da atividade da SOD que esteve reduzida em relagdo ao grupo
suplementado com etanol e sacarose (Tabela 4). Além disso, o resveratrol elevou a CAT
sem alteracdo na atividade das demais enzimas antioxidantes (FLOREANI et al., 2003) e
independente da suplementacdo com sacarose (Tabela 4).

Segundo LI e colaboradores (2006) o resveratrol eleva a concentracdo de RNA
mensageiro para catalase em células musculares lisas da aorta e 0 mesmo mecanismo pode
estar sendo utilizado no tecido hepatico. O aumento da CAT pode constituir um
mecanismo pelo qual o resveratrol eleva as reservas antioxidantes no figado, mesmo sem
promover alteracdo na concentragdo de SAT (Tabelas 3 e 4).

Concluiu-se que a administracdo de resveratrol em ratos suplementados com etanol
normalizou o metabolismo basal ao reduzir TMB e a oxidacéo lipidica. Atuou de forma
benéfica sobre o perfil lipidico sérico ao reduzir concentracdes de TG e elevar HDL-
colesterol, além de normalizar as concentra¢fes de proteinas totais hepaticas. O tratamento
com resveratrol em animais suplementados com etanol e sacarose elevou o metabolismo
basal através do aumento na TMB e oxidacdo lipidica que foi seguida pela reducdo do TG
e VLDL-colesterol devido ao aumento no metabolismo energético hepéatico destes animais.
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Consideragdes finais
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Etanol

» Induziu elevacdo na energia total ingerida, bem como redugdo no consumo liquido e
palatabilidade, sem alterar o peso final e 0 ganho de peso dos animais experimentais;

» Elevou a taxa metabdlica basal volume de oxigénio, volume de oxigénio/ superficie
corporal, oxidacgéo lipidica e reduziu volume de dioxido de carbono, bem como quociente
respiratorio;

» Elevou a concentracdo de triacilglicerol e VLDL-colesterol, bem como a atividade da
enzima superéxido dismutase

» Reduziu a concentracdo de proteinas hepaticas, sem alterar o metabolismo energético

hepaticos dos animais suplementados com esta substancia.

Etanol com resveratrol

» O resveratrol normalizou o volume de diéxido de carbono, oxidacdo lipidica,
concentracdo de triacilglicerol e VLDL-colesterol, além da concentracdo de proteinas
hepéticas;

» Elevou a concentragdo de HDL-colesterol e atividade da catalase;

» A administracdo de resveratrol ndo atuou sobre o metabolismo energético hepatico

neste grupo.

Etanol assoctado a sacarose

» Reduziu o consumo de ragdo e elevou a ingestdo liquida, bem como peso final dos
animais experimentais;

» Reduziu a oxidacdo lipidica, triacilglicerol e VLDL-colesterol em relagdo aos animais
suplementados apenas com etanol,

» Elevou a atividade da citrato sintase alterando o metabolismo energético hepético.

Etanol com sacarose e resveratrol

» O resveratrol no grupo suplementado com etanol e sacarose promoveu elevagdo na
TMB e oxidacdo lipidica, exceto com relacédo ao grupo E;

» Reduziu a concentracdo de triacilglicerol e VLDL-colesterol, além de reduzir também
o0 volume de didxido de carbono;

» Elevou a atividade das enzimas OHADH e CS, bem como reducdo do HP quando

comparado aos grupos sem suplementacdo com sacarose.
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