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RESUMO



O estresse oxidativo estd envolvido tanto na fisiopatologia do diabetes mellitus tipo IT
bem como de suas complicagdes secunddrias, como a nefropatia. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho é verificar os efeitos da N-acetilcisteina (NAC), antioxidante da A/lium
cepa, sobre o estresse oxidativo, aspectos nutricionais e morfométricos, metabolismo
basal e utilizagdo de substrato energético, glicemia de jejum e teste oral de tolerdncia a
glicose (TOTG), bem como na fungdo renal de ratos com elevada ingestdo de sacarose.
Os animais foram inicialmente divididos em trés grupos: C (n=10), recebendo dieta basal
e dgua; S (n=10), recebendo dieta basal e solugdo de sacarose (30%) e grupo SN (n=5),
recebendo dieta basal, solugdo de sacarose e de NAC (2g/L). Apés 25 dias de
experimento foram realizadas as calorimetrias no estado alimentado e de jejum, e apds
30 dias de experimento, animais do grupo C foram divididos nos grupos CC (n=5) e CNAC
(n=5) e os do grupo S, em SS (n=5) e SNAC (n=5), e entdo todos os animais receberam
solugdo intra-gdstrica de sacarose (20%) para a realizagdo do TOTG. Além disso, animais
dos grupos CNAC e SNAC receberam, além da solugdo de sacarose, 0,6 mL de NAC
(160g/dia) por gavagem. Animais dos grupos S e SN apresentam maior ingestdo de
liquido a despeito de menor consumo de ragdo quando comparados a animais do grupo C.
A andlise da calorimetria mostra que apesar de o peso final ndo ter diferido
significativamente entre os grupos, animais do grupo S apresentam menor taxa
metabdlica basal em relagdo aos grupos C e SN. Além disso, animais do grupo S tém
maior QR, maior oxidagdo de carboidratos e menor oxidagdo de lipidios, tanto no estado
alimentado como no jejum, ao serem comparados a animais dos grupos C e SN, mostrando
efeito benéfico da NAC. A glicemia de jejum é elevada nos animais dos grupos SS e
SNAC em relagdo aos animais dos grupos CC e CNAC, porém, animais do grupo SN tém
redugdo hos hiveis glicémicos de jejum e apés 30 min do inicio do TOTG, quando
comparados a animais do grupo SS. Ndo hd alteragdo no pico glicBmico nos animais dos
grupos CC e CNAC, enquanto que hos animais do grupo SNAC e SN, o pico glicémico
ocorreu antes em relagdo ao grupo SS. Animais do grupo S apresentam maior estresse
oxidativo e alteragdes nos pardmetros usados para avaliar dano renal, e embora essas
alteragdes também possam ser vistas em animais do grupo SN, mostra-se um efeito

benéfico da NAC, na medida em que essas alteragdes ocorreram em menor intensidade



nesses animais em relagdo a animais do grupo S e houve também redugdo nos niveis de
hidroperdxido de lipidio e aumento nos hiveis de substdncias antioxadantes totais,
usados para avaliagdo do estresse oxidativo. Assim, evidencia-se efeito benéfico da NAC
has complicagdes secunddrias do diabetes mellitus, normalizando a glicemia de jejum
desses animais e evitando alteragdes na utilizagdo de substratos energéticos,
bem como o aparecimento de danos renais mais graves.

Palavras-chaves: N-acetilcisteina (NAC); diabetes mellitus tipo II. estresse
oxidativo; nefropatia diabética.



ABSTRACT



Oxidative stress is related with physiopathology of diabetes mellitus type IT and with
its secondary complications, such as diabetic nephropathy. Thus, the purpose of this
study was to examine the effects of n-acetylcysteine NAC, an antioxidant from A//ium
cepa, on oxidative stress, morphometrical and nutritional parameters and basal
metabolism and energetic substrate utilization, serum glucose and oral glucose
tolerance test (OGTT), and renal function of high-sucrose intake rats. Animals were
initially divided info three groups. Rats in the control group (C; n=10) were given free
access to a standard chow and water; (S; n=10) group received standard chow and 30%
sucrose in its drinking water; (SN; n=5) group received standard chow and 2g/L NAC
and 30% sucrose in its drinking water. After 25 days of treatments, rats were
submitted to indirect calorimetry in fasted and feed states. After 30 days of
treatments, rats from C and S groups were divided into four groups of five rats each.
The (CC) and (SS) groups were given an intra-gastric dose 0,6mL saline (0,9%NaCl) and
the (CNAC) and (SNAC) groups were treated with a intra-gastric dose of 0,6mL NAC
(160g/day), and then everybody received a intra-gastric dose of glucose solution (20%)
for the OGTT. Animals of S and SN groups have higher liquid consumption and lower
food consumption than C group. Calorimetric analyses confirm that despite of the final
body weight had not statistical difference among groups, S group have lower resting
metabolic rate when compared to C and SN animals. Besides, S group has higher
respiratory quotient, higher carbohydrate oxidation and lower lipid oxidation, both in
fasted and feed states, than C and SN groups, evidencing the beneficial effect of NAC.
Fasting plasma glucose is increased in SS and SNAC animals when compared o CC and
CNAC, however SN group has glicemic level at 30 min before OGTT decreased when
compared to SS group. There isn't change in glicemic peak in CC and CNAC animals, but
in SS and SN animals it occurs in time before that SS animals. Oxidative stress and
renal damage is higher in S group, and despite of these alterations can be seen in SN
group, they have low intensity in these animals when compared to S group. Besides, SN
group has lower lipid hidroperoxyde level and higher total antioxidant substances,
markers of oxidative stress, than S group. Then, we conclude that NAC has beneficial

effects on secondary diabetic complications, normalizing fasting plasma glucose and



preventing changes in energetic substrate utilization and arise of most serious renal
damages.

Key words: N-acetylcysteine (NAC), type II diabetes mellitus, oxidative stress,
diabetic nephropathy.
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INTRODUCAO



Dietas inadequadas, ricas em carboidratos, especialmente aquelas ricas em
frutose ou sacarose, sdo uma das principais causas de obesidade na populagdo (Acheson,
2004), podendo induzir alteragées metabdlicas (Burton et al., 1985; Kok et al., 1996;
Spolarics e Meyenhofer, 2000; Novelli et al., 2003), efeitos adversos na tolerdncia &
glicose e no perfil lipidico.

Os mecanismos relacionados a esses efeitos adversos ndo sdo totalmente
conhecidos. Entretanto, hd indicios de que a ingestdo de frutose facilita o dano oxidativo
(McDonald, 1995), o que é reforgado por achados que demonstram que a frutose tem
efeito deletério, tanto quando as defesas antioxidantes estdo reduzidas, como quando a
produgdo de radicais livres estd elevada (Busserolles et al., 2002).

O efeito deletério da dieta rica em sacarose pode ser atribuido ao seu contetdo
de frutose (Busserolles et al., 2002). H4 vdrias vias possiveis pelas quais dietas ricas em
sacarose podem alterar o metabolismo celular, acelerando o dano oxidativo. O aumento do
estresse oxidativo pode ocorrer devido ao aumento da produgdo de radicais livres de
oxigénio e/ou redugdo na protecdo por antioxidantes enzimdticos e ndo enzimdticos
(Halliwell, 1996). Outra possibilidade é que a ingestdo de sacarose induz o aclimulo de
produtos finais glicados e que a degradagdo oxidativa da glicose ou frutose induz a
produgdo de radicais livres (Levi e Werman, 1998).

Dietas que contém grande porcentagem de energia proveniente da ingestdo de
sacarose resultam em declinio da homeostase da glicose e no aumento do risco de
desenvolvimento de diabetes mellitus ndo-insulino dependente (Reiser, 1982). Em geral, o
desenvolvimento do diabetes tipo 2 estd associado a disfungdo nas células B pancredticas,
que ocorre simultaneamente a resisténcia a insulina. Sequndo Jeffcoat (2007), a ingestdo
de sacarose causa severa injuria nas células B, que pode ser vista pelo aumento da
susceptibilidade do pdncreas ao dano oxidativo. As células B tém menor capacidade de
remogdo dos radicais livres que outros tecidos e sdo incapazes de adaptar a expressdo de
suas enzimas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo crdnico (Tiedge et al.,
1997). Radicais livres podem, num primeiro momento, estimular a proliferagdo de células

B, mas depois, o aumento continuo do estresse oxidativo ird progressivamente destruir as
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células B e resultar em deficiéncia insulinica (Bakker et al., 2000).

O diabetes mellitus acomete cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo, e nos
préximos 20 anos, sua prevaléncia ird superar 300 milhdes de pessoas (Diab. Atlas.). O
diabetes tipo 2 é a forma clinica mais comum do diabetes, responsdvel por
aproximadamente 90% de todos os casos (Nolan, 2006). Sua prevaléncia era de cerca de
7,6% no inicio da década de 90, e estima-se que no ano de 2025, haja aumento de 178%
(Malerbi e Franco, 1992).

O diabetes mellitus tipo 2 é uma desordem metabdlica crénica e progressiva
caracterizada por difungdes na secregdo e na agdo da insulina (Nolan, 2006) e que resulta
em hiperglicemia, alteragdes do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas (Am.
Diab. Assoc., 2002) bem como no desenvolvimento de complicagées em drgdos alvo,
incluindo retinopatia, neuropatia, nefropatia e doenga cardiovascular. As complicagdes
relacionadas ao diabetes sdo a maior causa de inabilidade e padecimento, sendo
responsdveis por custos de 5 - 10% da receita nacional da saide (Nolan, 2006). Destas
complicagdes, a nefropatia diabética, etiologia mais comum de doenga renal crénica nos
paises ocidentais, estd associada com a maior taxa de mortalidade (Cooper, 1998).

Estresse oxidativo ocorre quando hd alteragdo no balango entre os sistemas
oxidantes e antioxidantes, a favor da geragdo de radicais livres. Tem sido demonstrado
que pacientes com diabetes mellitus tém aumento no estresse oxidativo e redugdo do
sistema de defesa antioxidante, o que parece contribuir para a instalagdo e progressdo
das complicagdes associadas ao diabetes (Maritim et al., 2003). Hiperglicemia € o sintoma
primdrio do diabetes e a responsdvel por suas complicagdes, jd que elevada concentragdo
de glicose provoca injdria direta nas células e induz a peroxidagdo lipidica (Davi et al.,
2005). Estudos com ratos diabéticos descrevem aumento de marcadores do estresse
oxidativo nas ilhotas pancredticas (Thara et al., 1999). Além disso, o diabetes resulta em
severo desequilibrio metabdlico e alteragdes ndo fisioldogicas em vdrios tecidos,
especialmente no pdncreas, que é o érgdo responsdvel pela secregdo de insulina (Baynes e
Thorpe, 1999). A destruigdo das células p pancredticas causadas pelos niveis elevados de

EROs é um processo que ocorre através de mecanismos tanto apoptdticos quanto
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necréticos . A infiltragdo mediada pelas células T no pancreas leva a geragdo de ERO e de
citocinas pré-inflamatérias. (Abraham et al., 2007)

A geragdo excessiva de radicais livres decorrente do estresse oxidativo implica no
desenvolvimento de efeitos adversos comumente associados ao diabetes mellitus, como
neuropatia, nefropatia, retinopatia e desordens vasculares (Oberley, 1998; Jennings et
al., 1991; Lyons, 1991; Valezquez et al., 1991). Destas complicagdes, nefropatia diabética
acomete cerca de 10% a 40% dos individuos com diabetes mellitus tipo 2 (Andersen et
al., 1993) e constitui a primeira causa de insuficiéncia renal nos paises desenvolvidos
(USRDS Annual Data Report, 1991), estando associada a maior taxa de mortalidade
desses pacientes em paises ocidentais (Cooper, 1998).

As caracteristicas iniciais da nefropatia diabética sdo a hiperfiltragdo glomerular
e a hipertrofia renal. Individuos geneticamente predispostos, sob hiperglicemia cronica,
desenvolverdo, durante anos, alteragées estruturais nos glomérulos, com expansdo da
matriz mesangial, espessamento da membrana basal e distdrbio da permeabilidade a
macromoléculas, cuja manisfestagdo clinica é a albumindria. A glicosilagdo ndo-enzimdtica
compromete a fagocitose do mesdngio, acarreta acimulo de macromoléculas, expansdo
mesangial e altera a sintese de proteoglicanos sulfatados na membrana basal glomerular,
facilitando a passagem transmembrana de moléculas com carga negativa como a albumina.
A microalbumindria (20g/min a 200g/min) define o estdgio incipiente e o seguinte se
caracteriza por proteindria maciga, que evolui com declinio progressivo da filtragdo
glomerular. O surgimento de proteiniria, em pacientes diabéticos, estd associado ao
aumento significativo na mortalidade, ndo apenas pela doenga renal, mas também
cardiovascular (Borch-Johnsen et al., 1987; Ferreira e Zanella, 2000).

Embora indubitdvel a participagdo de fatores metabélicos na génese da nefropatia
diabética, existem também fortes evidéncias do envolvimento etiopatogénico de fatores
genéticos. A importdncia do componente genético foi inicialmente sugerida pelas
observagdes de agregagdo familiar da nefropatia, cuja base poderia ser a
susceptibilidade a hipertensdo arterial (Krolewski, 1988; Lopes de Faria, 2001).

A hiperglicemia cronica, acompanhada de distdrbios hemodinamicos, € a principal
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responsdvel pelas alteragdes funcionais e estruturais dos glomérulos que resultam em
perda urindria de proteinas. (Ferreira e Zanella, 2000).

Os mecanismos envolvidos no dano tecidual decorrentes da hiperglicemia sdo
induzidos pelo aumento na produgdo de radicais livres. O excesso de glicose implica em
aumento no gradiente de protons através da membrana mitocondrial interna, e quando
esse fluxo excede o limiar, o complexo respiratério III é bloqueado, levando ao
escoamento de elétrons pela ubiquinona, com a formagdo de superdxido (Brownlee 2005).
Em ratos diabéticos, a redugdo da resposta vascular, como resultado do aumento da
formagdo do dnion superdxido, representa a maior contribuigdo para a injiria vascular e
para as complicagdes do diabetes (Ahmad et al., 2005)

As espécies reativas de oxigénio provocam dano na molécula de DNA e a ativagdo
da poli-ADP ribose polimerase (PARP), o que é responsdvel pela redugdo da atividade de
enzima chave na via glicolitica, a gliceraldeido-3-fosfato (GADPH). Esta inibigdo
enzimdtica € a responsdvel por desencadear quatro mecanismos propostos para o dano
tecidual associado a hiperglicemia: ativagdo da via dos polidis, da via das hexosaminas,
ativagdo de proteina cinase C (PKC) e formagdo de produtos finais da glicosilagdo
enzimdtica (AGEs) (Choi, 2008).

Assim como a glicose, a angiotensina IT pode contribuir para expansdo mesangial
que ocorre na nefropatia diabética por estimular a deposigdo de matriz extracelular.
Possivelmente ambas utilizam semelhantes vias de transdugdo de sinais, que em Ultima
andlise levam a um aumento da produgdo celular de TGF-p, uma citocina mediadora de
fibrose, que promove actimulo da matriz extracelular, mas também afeta sua degradagdo
(Leehey et al., 2000) e de outros fatores promotores do crescimento (Yamamoto et al.,
1993). A angiotensina IT também ativa a PKC e, portanto, podem ocorrer efeitos aditivos
da hiperglicemia e da angiotensina IT na ativagdo de PKC (Yamamoto et al., 1993), que
por sua vez, estimula a sintese de TGF- p 1 e de proteinas da matriz de células
mesangiais e tubulares55.

Uma vez ativado nas células mesangiais, o TGF- p pode determinar aumento na

apoptose dessas células (Okado et al., 2002), da proliferagdo celular (Lagranha et al.,
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2007), da formagdo e deposicdo de proteinas de matriz extracelular, como lamining,
fibronectina e coldgeno do tipo I e do tipo IV (Singh et al., 2004) induzindo assim
esclerose glomerular (Isono et al., 2000).

O sistema do éxido nitrico (NO) parece estar ativado na nefropatia diabética,
servindo como um antagonista funcional da angiotensina IT (Rabelink e Bakris, 1998). O
NO tem efeitos renais antiproliferativos, diminui a sintese protéica da matriz, inibe as
agoes vasoconstritoras da angiotensina IT nas arteriolas glomerulares e diminui a sintese
da enzima conversora de angiotensinogénio (ECA) e a expressdo periférica dos
receptores AT1. No entanto, o dnion superéxido, cuja produgdo € induzida pela
angiotensina IT, interage com o NO, reduzindo sua bioatividade (Salgado et al., 2004)

Assim, percebe-se o envolvimento do estresse oxidativo na etiologia do diabetes
mellitus e da nefropatia diabética, e portanto, estratégias de redugdo de danos
oxidativos terdo efeitos protetores significativos. Dessa forma, é crescente o interesse
em relagdo a dietas contendo antioxidantes naturais, que protegeriam as células do dano
oxidativo (Rasilainem et al., 2002).

A N-acetilcisteina (NAC) é um composto tidlico que contém grupos sulfidril livres
(Ziment, 1988) e é encontrada em elevada concentragdo na A/lium cepa (Saraiva et al.,
1997). Tem sido usada na prdtica clinica desde a década de 50, para o tratamento de
doengas pulmonares congestivas e obstrutivas e da fibrose cistica, associadas a
hipersecregdo de muco. A partir dos anos 70, passou a ser a droga de escolha no
tratamento da intoxicagdo por paracetamol, e mais recentemente tem sido usada na
sindrome do estresse respiratério do adulto e em algumas inflamagdes cronicas e
desordens do sistema imune, como a infecgdo pelo HIV (Cotgreave, 1997).

A NAC tem se mostrado efetiva na redugdo de radicais livres e outros oxidantes.
Interage diretamente com os radicais OH, H.O, e HOCI (Moldéus et al., 1986; Aruoma
et al., 1989), apesar de a importdncia /n vivo ser questiondvel (Atkuri et al., 2007). A nivel
celular a NAC tem demonstrado suprimir a produgdo de metabdélitos reativos de oxigénio
pelos neutréfilos humanos, durante o burst oxidativo /n vitro (Gressier et al., 1993). Além

disso, a NAC exerce seu efeito antioxidante indiretamente por facilitar a biosintese da
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glutationa, ja que ao ser desacetilada, dd origem a cisteina (Moldéus et al., 1996),
necessdria para a sintese da glutationa (Halliwell, 1996).

Embora a glutationa seja importante composto intracelular, sua eficdcia na prdtica
clinica é bastante limitada pelo fato de ndo ultrapassar facilmente as membranas
celulares. Da mesma forma, apesar da cisteina apresentar importante atividade
antioxidante /n vitro, apresenta baixa tolerdncia e relativa toxicidade (Olney et al., 1971;
Karlsen et al., 1981).

A NAC é quimicamente similar a cisteina. A presenga do radical acil, entretanto,
reduz a reatividade do grupo tiol comparado a molécula de cisteina. Assim, comparada a
cisteina, a NAC é menos téxica, menos susceptivel a oxidagdo e mais solivel em dgua

(Bonanomi & Gazzaniga, 1980), sendo, portanto, um antioxidante de melhor escolha.
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OBJETIVOS



> Determinar o efeito da elevada ingestdo de sacarose e do Diabetes
Mellitus tipo 2 em pardmetros nutricionais, morfométricos, no estresse oxidativo, no
metabolismo basal e utilizagdo de substrato energético, na glicemia de jejum e teste oral
de tolerdncia a glicose e na fungdo renal.

> Evidenciar os efeitos suplementagdo nutricional com N-acetilcisteina (NAC)
sobre as alteragbes nutricionais, morfométricas, estresse oxidativo, metabolismo basal
e utilizagdo de substrato energético, glicemia de jejum e teste oral de tolerdncia a

glicose bem cono na fungdo renal, induzidas pela Diabetes Me//itus tipo II.
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MATERIAILS E METODOS



1. Animais e Grupos Experimentais

Foram utilizados 25 ratos machos Wistar, de 90 dias de idade. Os animais
provieram 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, periodo claro/escuro de 12 horas e
umidade relativa de 60 + 5%.

Primeiramente os animais foram divididos em trés grupos. O grupo controle (C),
composto por 10 animais, recebendo dieta basal (BioBase Biotec, SC, Brasil) e dgua; o
grupo S também com 10 animais, recebendo dieta basal e dgua contendo 30% de sacarose
e o grupo SN, com 5 animais, recebendo dieta basal, sacarose (30%) e NAC (2g/L) na
dgua de beber.

Apés 25 dias de tratamento 5 animais de cada grupo foram submetidos a
determinagdo da calorimetria indireta em estado alimentado (pés-prandial) e apds jejum
de 12 horas, para quantificagdo do metabolismo basal e quociente respiratério,
permitindo determinar o substrato energético utilizado pelos animais dos diferentes
grupos experimentais.

Apés 30 dias de tratamento, os animais foram mantidos em jejum (12h - 14h). Os
ratos do grupo C foram divididos em dois subgrupos, de 5 ratos cada. O grupo CC recebeu
administragdo intra-gdstrica (gavagem) de 0,6 mL de solugdo salina (0,9% NaCl) e o grupo
CNAC foi tratado com dose intra-gastrica de 0.6 ml de NAC (160 g/L). O grupo S
também foi dividido em dois subgrupos de 5 animais cada um. O grupo SS que recebeu
administragdo intra-gdstrica (gavagem) de 0,6 ml de solugdo salina (0,9% NaCl) e o grupo
SNAC que foi tratado com uma dose intra-gdstrica de 0.6 ml de NAC (160 g/L).

Imediatamente apés administracdo de NAC todos os animais foram submetidos ao
Teste Oral de Tolerdancia a Glicose (TOTG). Solugdo aquosa de 20% foi administrada
oralmente (gavagem) (2g/kg) e as concentragdes de glicose foram determinadas apés 30,

60, 120 e 180 minutos, no sangue coletado pela veia da cauda, com uso de analisador
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automdtico de glicose (Boehringer Mannhein, Eli lilly Ltda, Sdo Paulo).

Ap6s a realizagdo do TOTG os animais foram anestesiados (pentobarbital sédico
3%, 0,1mL, i.p.), sendo realizadas as medidas de comprimento corporal (nariz ao anus,
exceto cauda) e circunferéncia abdominal. Apés determinagdo morfométrica, os animais
foram decapitados. O sangue foi coletado em tubos de ensaio, com auxilio de funil. O
soro foi separado por centrifugagdo a 3.000 rpm e armazenado em freezer a - 86°C para
posterior determinagdo de proteina total, albumina, creatinina, uréia, hidroperéxido de
lipidio (HP) e substancias antioxidantes totais (SAT). O rim esquerdo foi coletado, lavado

em solugdo salina e pesado.
2. Pardmetros Nutricionais e Morfométricos

A ingestdo alimentar foi controlada diariamente, no mesmo hordrio (9:00 as 11:00
horas). Semanalmente os animais foram pesados. O consumo de dgua e de solugdes de
sacarose e de NAC ingeridas por animal foram determinados a cada 3 dias, podendo-se

quantificar a ingestdo didria de cada animal.

Tendo como base as quantidades de ragdo ingeridas e a quantidade de energia
metabolizdvel da ragdo (2.5 Kcal/g), foi calculada a quantidade de energia ingerida
(Kcal/dia) por animal, por dia. Para os grupos com ingestdo de sacarose, foi acrescida ao
cdlculo a quantidade caldrica correspondente a esta substancia (4.0 Kcal/g). Também
foram determinados, segundo Diniz et al., (2002):

® Preferéncia Alimentar (%): (consumo alimentar / quantidade de dieta ofertada) x
100:;
® Taxa de Ingestdo Voluntdria (%): (ganho de peso / consumo alimentar) x 100

Os valores obtidos do comprimento do animal e do peso corporal foram utilizados
para o cdlculo do indice de massa corpdrea (IMC) dos animais, adaptado do IMC utilizado
em humanos (Fredericks et al., 2004), no qual:

IMC (g/cm?) = peso corporal/ comprimento corporal?
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3. Determinagio do Metabolismo Basal e Utilizagdo de Substrato

Energético

Apés 25 dias do periodo experimental, foram determinados o metabolismo basal, o
consumo de O, (VO_), a produgdo de CO, (VCO;), bem como a variagdo nestes pardmetros
apods a alimentagdo e a submissdo dos animais ao jejum de 12 - 14 horas. A utilizagdo de
lipidios e carboidratos como fonte de energia foi obtida através do quociente
respiratério (VCO,/VO,) (Strohl et al., 1997).

As determinagdes foram realizadas com uso de cdmara metabdlica para sistema
respiratério animal (CWE, Inc, St. Paul, USA) com medidas obtidas em computador
através de programa especifico (software MMX, CWE, Inc., USA). Apés a calibragdo do
equipamento (temperatura e pressdo) cada animal foi colocado na cdmara metabdlica
permanecendo durante 10 minutos em repouso com fluxo de ar constante. Foram
registrados o consumo de 02 (VO2) e a produgdo de CO2 (VCO2), permitindo evidenciar
as alteragdes no QR nos grupos experimentais. Além desses pardmetros, calculou-se
também o VO,/g (mL/h/g), VCO./g (mL/h/g), oxidagdo de lipidio (mg/min), oxidagdo de
carboidrato (mg/min), superficie corporal (SC) (g°7), a relagdo VO,/SC (mL/h/g), e taxa
metabdlica basal (TMB) (Kcal/h) (Labayen et al., 1999).

4. Determinagdes Bioquimicas

4.1 Determinagdo das concentragdes de proteinas totais e albumina

As concentragdes de albumina e proteinas totais no soro foram determinadas
através de Kits CELM (Companhia de Equipamentos de Laboratérios Modernos, SP,
Brasil).

A determinagdo de proteinas totais foi realizada através da reagdo das ligagdes
peptidicas das proteinas com o ion clprico, em meio alcalino, o que determina a formagdo

de um complexo de cor Vvioleta, cuja intensidade pode ser avaliada por
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espectrofotometria.
A concentragdo de albumina foi determinada através do aumento da absorbdncia
do branco nho reativo devido & reacdo da albumina com a forma anidnica do verde de

brocromesol, em presenga de excesso de corante em meio famponado, a pH 3,8.

4.2 Determinacdo dos niveis séricos de creatinina e uréia

As concentracdes de creatinina e uréia no soro foram determinadas através de
Kits CELM (Companhia de Equipamentos de Laboratérios Modernos, SP, Brasil).

A creatinina reage com o picrato em meio alcalino tamponado, com prévia
desproteinizagdo com dcido picrico, obtendo-se um cromdgeno, cuja intensidade de cor é
medida por espectrofotometria.

O ion amonio, proveniente da reagdo da uréia com a enzima urease, reage com
salicilato e hipoclorito, na presenga de nitroprussiato originando azul de indolfenol, cuja

intensidade de cor é diretamente proporcional a concentragdo de uréia na amostra.

5. Andlise do Estresse Oxidativo

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através da determinagdo das
concentragdes do hidroxiperdxido de lipidio e das substancias antioxidantes totais (SAT)

no soro.

5.1 Determinagdo do Hidroperoxido de Lipidio

O hidroperéxido de lipidio foi determinado através da oxidagdo do Fe®* (sulfato
ferroso amoniacal) em condigdes dcidas. O Fe** formado reage com alaranjado de xilenol,

formando um composto colorido (Jiang et al., 1991).

5.2 Determinagdo das Substincias Antioxidantes Totais (SAT)

As substdncias antioxidantes totais (SAT) foram calculadas através da

porcentagem de inibigdo na formagdo de HP (Mehmetcik et al., 1997).
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6. Andlise dos Resultados

A estatistica foi realizada através do método ANOVA. Quando foram encontradas
diferengas significativas entre as médias, usou-se o teste de Tukey para comparagdes
entre os grupos. Para comparagdo das médias entre amostras dependentes utilizou-se o
teste t de Student pareado. Para andlise de normalidade dos dados foi utilizado teste de
Kolmogorov e Smirnov. Diferengas foram consideradas significativas quando p<0,05.

Todos os resultados foram expressos em Média + Desvio Padrdo da Média.
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RESULTADOS



Como se pode observar na Tabela 01, animais do grupo S e SN tiveram menor
consumo de ragdo durante as semanas do experimento comparados a animais do grupo C.
Esse menor consumo durante as semanas refletiu em menor consumo total médio de ragdo
(g9/dia) dos grupos S e SN em relagdo ao grupo C. Ndo houve diferenga significativa no
consumo semanal, bem como no consumo total médio entre os grupos S e SN.

O consumo total médio de liquido (mL/dia) foi maior nos grupos S e SN
comparados ao grupo C, e entre os grupos S e SN, ndo houve diferenga significante na
ingestdo de liquido semanal bem como no consumo total médio de liquido (Tabela 02).

A média de energia ingerida da ragdo (Kcal/dia) nas seis semanas de experimento
foi maior no grupo C em relagdo aos grupos S e SN, bem como a energia ingerida em cada
semana. Entre os grupos S e SN ndo houve diferenga significante ftanto na energia
ingerida da ragdo por semana, quanto na média de energia ingerida da ragdo (Tabela 05).

A energia ingerida de sacarose por semana e também a média de energia ingerida
de sacarose (Kcal/dia) nas semanas ndo variou de modo significativo entre os grupos S e
SN, como mostra a Tabela 06.

A energia ingerida total (Kcal/dia) foi maior nos grupos S e SN quando
comparados ao grupo C, sendo que entre os grupos S e SN ndo houve diferenga
significante (Tabela 07).

A preferéncia alimentar e a taxa de ingestdo voluntdria ndo diferiram
signficativamente entre os grupos S e SN, sendo que esses grupos tiveram indices
menores quando comparados ao grupo C (Tabela 07).

Ndo foi possivel evidenciar significancia estatistica no peso inicial, peso final,
ganho de peso, bem como no IMC e circunferéncia abdominal ao compararem-se os grupos
C, S e SN (Tabela 08). Contudo, animais do grupo S apresentaram maior peso final, ganho
de peso e circunferéncia abdominal quando comparados aos demais (Tabela 08).

Animais do grupo S e SN tfiveram maior comprimento corporal em relagdo ao grupo
C, ndo sendo constatada diferenga significativa entre S e SN. Além disso, a superficie
corporal dos animais do grupo S foi maior quando comparada aos animais dos grupos C e

SN, e ndo diferiu significativamente entre os grupos C e SN (Tabela 09).
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Animais do grupo S tiveram a menor taxa metabdlica basal no estado alimentado
quando comparados a animais dos grupos C e SN, e ndo houve diferenga ao compararmos
os grupos C e SN. No jejum, animais do grupo S continuam apresentando a menos TMB, no
entanto, ndo houve diferenca estatistica na TMB ao compararmos o estado alimentado ao
jejum (Tabela 09) em cada um dos grupos.

Na tabela 09 observamos ainda que o quociente respiratério (QR) esteve
aumentado ho grupo S em relagdo aos grupos C e SN, embora significdncia estatistica
tenha sido verificada apenas ao comparar-se os grupos S e SN.

O VO;/g e o VCO,/g no estado alimentado dos animais do grupo S foram
significativamente diferentes dos animais dos grupos C e SN: o0 VO,/g e o VCO,/g foram
menores no grupo S em relagdo aos demais. Essa mesma tendéncia foi verificada no
jejum, porém significdncia estatistica ocorreu apenas entre os grupos S e SN, com
relagdo ao VO,/g, e entre o grupo S comparado aos grupos C e SN, com relagdo ao
VCO,/g. Houve diferenca significante no VCO,/g ao compararmos cada um dos grupos ho
estado alimentado em relagdo ao jejum, porém, com relagdo ao VO,/g, ndo foi vista
significancia estatistica ao compararmos o estado alimentado ao jejum (Tabela 09).

No estado alimentado, animais do grupo S tiveram o maior indice de oxidagdo de
carboidratos e o menor indice de oxidagdo de lipidios, em relagdo aos animais dos grupos
C e SN. Em nenhum desses pardmetros houve diferenca significante ao compararem-se os
grupos C e SN. No jejum, animais do grupo S continuaram apresentando maior taxa de
oxidagdo de carboidratos e menor taxa de oxidagdo de lipidios que os demais grupos. No
entanto, significdncia estatistica foi verificada na oxidagdo de lipidio apenas ao
compararem-se animais dos grupos S e SN, sendo que em relagdo ao grupo C, nenhum dos
outros grupos apresentou diferenga estatistica. Apenas no grupo C houve diferenga
estatistica na oxidagdo de carboidratos bem como na oxidagdo de lipidios ao
compararmos o estado alimentado em relagdo ao jejum (Tabela 09).

Como se pode observar na Tabela 10, a glicemia de jejum é elevada nos animais dos
grupos SS e SNAC em relagdo aos animais dos grupos CC e CNAC. Além disso, animais do

grupo SN tiveram redugdo nos niveis glicémicos de jejum e apés 30 min do inicio do
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TOTG, quando comparados a animais do grupo SS.

Animais do grupo CNAC ndo apresentaram alteragdo significante no pico glicémico
em relagdo a animais do grupo CC. O pico glicémico nos animais do grupo SS ocorreu apds
60 min apés a administragdo de glicose, enquanto que em animais dos grupos SNAC e SN,
o pico glicémico ocorreu apés 30 min.

Animais dos grupos S apresentaram menores hiveis séricos de uréia quando
comparados a animais do grupo C, e apesar de ndo ter havido significdncia estatistica,
animais do grupo SN apresentaram aumento nos niveis de uréia em relagdo a animais do
grupo S (Tabela 11).

Os niveis de creatinina foram maiores em animais do grupo S em relagdo ao grupo
C. Animais do grupo SN apresentaram redugdo ha concentragdo sérica de creatinina em
relagdo ao grupo S, embora essa redugdo ndo tenha sido estatisticamente significante.

Animais do grupo S apresentaram menores indices séricos de proteinas totais e
albumina em relagdo ao grupo C. Animais do grupo SN, comparados ao grupo S,
apresentaram aumento nas concentragdes séricas destes pardmetros, embora diferenga
estatistica tenha sido verificada apenas com relagdo ds proteinas totais.

O peso do rim nos animais do grupo S foi maior em relagdo aos demais grupos, e o
grupo SN apresentou redugdo no peso renal em relagdo ao grupo S, embora ndo tenha
havido diferenga estatisticamente significante (Tabela 11).

Com relagdo ao estresse oxidativo, houve aumento nos niveis de hidroperdxido de
lipidio e redugdo das substdncias antioxidantes totais nos animais do grupo S e SN em
relagdo ao grupo C e, embora sem significdncia estatistica, redugdo nos niveis de HP e

aumento das SAT, ao compararmos o grupo SN ao grupo S, como se observa na Tabela 11.
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Tabela 01. Consumo de ragdo (g/dia) nos animais do grupo (C) que recebeu rag¢do padrio,
grupo (S) mantido com ragdo padréo e solug@o de sacarose, e (SN) que recebeu ragdo padrio,

solugdo de sacarose e n-acetilcisteina (NAC) na égua de beber.

Grupos
C S SN

Consumo Ragdo 1% Semana 24,93+1,86™ 15,76+1,80° 15,7243 45

(g/dia)
Consumo I({g/fﬁg)z Semana 262810 61" 14,6241,98° 13,0042,78°
Consumo ?;/%?2)3 Semana 26,2342,51" 12,7542,39° 12,64+1,20°
Consumo I({g"‘fd?;)“ Semana 06 1742 48 11,75+2,35 11,93+1,67°
Consumo Racdo 5° Semana a

(g/dia) 28.44+3 .92 11,64:2,46 13,11+1,50°
Consumo Ragdo 6° Semana

(¢/dia) 30,75+7,25 9,96+3,54° 15,80+5,53°

g

Consumo Total Médio
(g/dia) 26,62+3,60 12,75+1,75° 13,32+2,44°

Valores apresentados em media + desvio padrdo;
* Diferenga significante em relagio ao grupo C ;
® Diferenca significante em relagdo ao grupo S;
¢ Diferenga significante em relagdo ao grupo SN.
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Tabela 02. Consumo de liquido (mL/dia) nos animais do grupo controle (C) que recebeu
racdo padrdo, grupo (S) mantido com ragdo padrdo e solucdo de sacarose e grupo (SN)

mantido com ra¢io Eadrﬁo, solu¢do de sacarose e n-acetilcisteina (NAC) na égua de beber.

Grupos
C S SN
Consumo Liquido 17 Semana 38,93+4,99 52,5149,12° 47,2649,67
(mL/dia)
Consumo Liquido 2° Semana
(mL/dia) 39,19+6,90" 60,78+22,97" 75,54+3,27°
Consumo Liquido 3° Semana
(mL/dia) 40,30+11,97 51,39+11,71 43,69+8,24
Consumo Liquido 4° Semana
(mL/dia) 37,67+4,62" 51,34+7,23% 50,6944,15"
Consumo Liquido 5° Semana
(mL/dia) 37,27£3,43 44,96+3,24 45,05+15,57
Consumo Liquido 6° Semana a
) +
(mL/dia) 33.3346,76" 49,0013,17* 37,50+9,57
Consumo Total Médio 37,23+5, 42" 51,66+7,78" 48,70+3,53°

(mL/dia)

Valores apresentados em media + desvio padrio;
* Diferenga significante em relagdo ao grupo C ;
® Diferenca significante em relagdo ao grupo S;
¢ Diferenga significante em relagdo ao grupo SN.
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Tabela 03. Ingestdo de NAC (g/dia) dos animais do grupo (SN) que recebeu ragdo

padrdo, solucdo de sacarose e n-acetilcisteina (NAC) na dgua de beber.

Grupo
SN
Ingestdo de NAC 1° semana 0,09+0,02
(g/dia)
Ingestdo de NAC 2° semana
(g/dia) 0,15+0,01
Ingestdo de NAC 3° semana
(g/dia) 0,09+0,02
Ingestdo de NAC 4° semana
(g/dia) 0,10+0,01
Ingestdo de NAC 5° semana
(g/dia) 0,09+0,03
Ingestdo de NAC 6° semana
(g/dia) 0,08+0,02
Ingestdo Total Média 0,10+0,01

(¢/dia)

Valores apresentados em media + desvio padrao;
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Tabela 04. Ingestdo de sacarose (g/dia) do grupo controle (C) que recebeu ragdo padrio,
grupo (S) mantido com ra¢do padrdo e solucdo de sacarose e grupo (SN) que recebeu ragdo

Eadréo, solucdo de sacarose e n-acetilcisteina (NAC) na égua de beber.

Grupos
C S SN
Ingestao de sacarose 1° semana 0,00-0,00" 15,7542,73° 14,18+2,90°
(g/dia)
Ingestdo de sacarose 2° semana
(g/dia) 0,00+0,00™ 18,23+6,89" 22,66+0,98°
Ingestdo de sacarose 3° semana
/dia 0,00+0,00" 15,42+3,51° 13,11+£2,47°
(g
Ingestdo de sacarose 4° semana
(g/dia) 0,00:£0,00" 15,40+2,17* 15,2141,25°
Ingestdo de sacarose 5° semana
/dia 0,0040,00 ™ 13,49+0,97° 13,51+4,67°
(g
Ingestdo de sacarose 6° semana
(g/dia) 0,00+0,00™ 14,70+3,95° 11,25+2,87"
Ingestao Total Média 0,0040,00™ 15,5042,33° 14,6141,06°

(g/dia)

Valores apresentados em media + desvio padrdo;
* Diferenga significante em relagio ao grupo C ;
® Diferenca significante em relagdo ao grupo S;
¢ Diferenga significante em relagdo ao grupo SN.
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Tabela 05. Energia ingerida da rag¢do (Kcal/dia) nos animais do grupo controle (C)
mantido com ragdo padrio, grupo (S) mantido com rag¢do padrio e solugdo de sacarose
e grupo (SN) que recebeu ragdo padrao, solucdo de sacarose e n-acetilcisteina (NAC)

na égua de beber.

Grupos
C S SN
El R?‘Ifé’all/ disae)ma“a 68,54+5,11% 43,34+4.96° 43,2349,49°
EI Ragdo 2° semana
(Kcal/dia) 72,28+7,17" 40,20+5,44° 38,23+7,65°
El R?‘Ifé’af/ disae)ma“a 72,136,911 35,05+6,56 34,75+3,30°
EI Ragdo 4° semana
(Kcal/dia) 71,97+6,81 ™ 32,3346,48° 32,82+4,59°
EI Racdo 5° semana
(Kcal/dia) 78,22+10,79 % 32,02:6,76° 36,064,122
EI Ragdo 6° semana
(Kcal/dia) 84,57+£19,94"% 27,3849,74° 43,44+15,20°
EI Ragdo Total
Média (Kcal/dia) 73,2149,89 ¢ 35,05+4.81° 36,64+6,70°

Valores apresentados em media + desvio padrdo;
* Diferenca significante em rela¢do ao grupo C ;
® Diferenca significante em relagdo ao grupo S;
¢ Diferenca significante em rela¢do ao grupo SN.
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Tabela 06. Energia ingerida de sacarose (Kcal/dia) nos animais do grupo controle (C)
mantido com ragdo padrio, grupo (S) mantido com rag¢do padrio e solugdo de sacarose
e grupo (SN) que recebeu ragdo padrao, solucdo de sacarose e n-acetilcisteina (NAC)

na égua de beber.

Grupos
C S SN

S;nlaizc("‘gfi /iﬁa) 0,000,00 63,02+10,94° 56,71+11,60°
EI Sacarose 2°

semana (Kcal/dia) 0,00+0,00° 72,93+27,56° 90,65+3,93
EI Sacarose 3°

semana (Kcal/dia) 0,00+0,00° 61,66£14,05° 52,42+9,89%
EI Sacarose 4°

semana (Kcal/dia) 0,00+0,00° 61,61+8,68* 60,82+4,99*
EI Sacarose 5°

semana (Kcal/dia) 0,00+0,00° 53,96+3,88" 54,06£18,68°
EI Sacarose 6°

semana (Kcal/dia) O,OOiO,OObc 58,80+15,81° 45,00+11,49°

EI Sacarose Total

Média (Kcal/dia) O,OO:l:O,OObc 62,00+9,34% 58,44+4,24%

Valores apresentados em media + desvio padrdo;
* Diferenca significante em rela¢do ao grupo C ;
® Diferenca significante em relagdo ao grupo S;
¢ Diferenca significante em rela¢do ao grupo SN.

RESULTADOS 46



Tabela 07. Energia ingerida total média (Kcal/dia), preferéncia alimentar (%) e taxa de
ingestio voluntéria (%) nos animais do grupo controle (C) que recebeu racdo padrio, grupo
(S) mantido com ragdo padrdo e solugdo de sacarose e grupo (SN) que recebeu ragdo padrio,

solucdo de sacarose ¢ n-acetilcisteina SNAC! na égua de beber.

Grupos
C S SN
Energia Ingerida
Total Média 73,21i9,89bc 97,05+8,75% 95,08+7,78*
(Kcal/dia)
Preferéncia Alimentar
(%) 43,09i3,73bc 21,43+3,18" 22,02+3,32%
Taxa de ingestio
VOI‘(lf;t;‘“a 1072,394+276,08 402,12+71,75% 476,99+102,37*
0

Valores apresentados em media + desvio padrio;
* Diferenca significante em relagdo ao grupo C ;
® Diferenca significante em relacdo ao grupo S;

¢ Diferenca significante em relagdo ao grupo SN.
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Tabela 08. Peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g), circunferéncia abdominal (cm) e
indice de massa corpérea (IMC) dos animais do grupo controle (C) mantido com ragdo
padrdo, grupo (S) mantido com rago padrao e solugdo de sacarose e grupo (SN) mantido com

ra¢do padrdo, solucdo de sacarose e n-acetilcisteina (NAC) na égua de beber.

Grupos
C S SN
Pes"(g“’lal 319.61+18,07 334,05424.31 332.47427.57
Peso Final
(2) 420,14+36,79 443,43+33,57 433,17+34,93
Ganho de Peso
(g/dia) 2,79+0,77 3,04+0,55 2.80+0,23
Comprimento Corporal
(cm) 24,22ﬂ:0,83bC 25,18+0,41° 25,25+0,29*
Circunferéncia Abdominal
(cm) 18,22+0,87 19,10+0,81 18,88+1,11
IMC Final 0,72+0,05 0,69+0,03 0,68+0,06

Valores apresentados em media + desvio padrio;
* Diferenca significante em rela¢do ao grupo C ;

® Diferenca significante em relag@o ao grupo S;

¢ Diferenca significante em relagdo ao grupo SN.
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Tabela 09. Calorimetria no estado alimentado e no jejum dos animais do grupo controle (C)
mantido com racdo padrio, grupo (S) mantido com ragdo padrdo e solugdo de sacarose e
grupo (SN) que recebeu ragdo padrdo, solucido de sacarose e n-acetilcisteina (NAC) na dgua

de beber.
Calorimetria Grupos
C S SN
o Alimentado 0,69+0,138 0,74+0,09° 0,62+0,05°
Quociente ReSpiratOrio  -------------- s mmmmmm oo
Jejum 0,78+0,20* 0,85+0,06° 0,65+0,02°
VO,/g Alimentado 0,48+0,09° 0,39+0,05% 0,52+0,04°
(ML/W/g) T o
Jejum 0,45+0,12 0,38+0,03° 0,52+0,02
VCO,/g Alimentado  0,32+0,00"® 0,30+0,00*®  0,32+0,00*®
(mL/h/g)
Jejum 0,33+0,00°*  0,32+0,00°*  0,33+0,00"*
Superficie Corporal Alimentado  70,82+0,05°  73,50+0,53*  70,97+0,16°
(g0’7) ........................................................................................
Jejum 70,8240,05° 73.,5040,53% 70,97+0,16°
VOy/superficie corporal A imentado 2.95+0,55" 2.46+030% 3.23+0,24°
(mL/h/g)
Jejum 2,80+0,73 2,38+0,18° 3,18+0,09°
Oxidacdo decarboidrato  Alimentado  -0,05+0,18"® 0,11+0,06* -0,14+0,08°
(mg/min)
Jejum 0,04+0,24* 0,15+0,06° -0,08+0,03°
Oxidagao de lipidio Alimentado  0,45+0,25" 0,23+0,09° 0,58+0,11°
(ME/MIN) e
Jejum 0,29+0,30 0,18+0,09° 0,52+0,04°
Taxa metabllicabasal  Apimentado 0,97+0,15° 0,84+0,05% 1,05+0,07°
(Keal/h)
Jejum 0,93+0,20 0,84+0,05° 1,05+0,04°

Valores apresentados em media + desvio padrdo;

* Diferenga significante em relagio ao grupo C ;

® Diferenca significante em relagdo ao grupo S;

¢ Diferenga significante em relagdo ao grupo SN;

A Diferenga significante em relagio ao estado alimentado;
P Diferenca significante em relagdo ao jejum.
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Tabela 10. Teste oral de tolerancia a glicose do grupo controle (CC), grupo CNAC, que
recebeu solucdo de NAC por gavagem no momento do TOTG, grupo sacarose (SS),

grupo SNAC, que recebeu NAC no momento do TOTG e grupo SN.

Grupos
CC CNAC SS SNAC SN

G}‘;iﬁ‘a 67,753.95 B 66.60+1,95BL 76 64+3,87"C 78,004£3,54™5C  73,00+2,835C

Glicemia
30 min 118,25+8,34°PE 98 80+16,30F 93,60+8,35°F  119,24+6,28°APE 98 3815 76E

Glicemia
60 min  117,00+8,52°*P%  92.08+11,18**  103,80+15,93*F  117,92+4,08°*PF  97,61+2,45%"

Glicemia
120 min 85,25+5,38BCE 85,44+7,53" 76,80+10,96° 89,00:8,095¢F 87,75+9,11

Glicemia
180 min 62,18+4,47%P 77,41+4,06 % 60,68+9,025° 69,71£11,97°°  76,27+13,59%¢

Valores apresentados em media + desvio padréo;

* Diferenga significante em relagdo ao grupo CC ;

® Diferenca significante em relagdo ao grupo CNAC;

¢ Diferenga significante em rela¢do ao grupo S;

4 Diferenca significante em relagio ao grupo SNAC;

¢ Diferenca significante em relag¢do ao grupo SN;

A Diferenca significante em relagdo & glicemia de jejum;

® Diferenca significante em relagdo a glicemia de 30 min;
© Diferenca significante em relagdo & glicemia de 60 min;
P Diferenca significante em relagio a glicemia de 120 min;
* Diferenca significante em relagio a glicemia de 180 min.
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Tabela 11. Determinagdes bioquimicas séricas e peso do rim (g) dos animais do grupo

controle (C!, grupo sacarose SS! e grupo SN.

Grupos
C S SN
(Iggrféi) 38,8943,05 32,8643,11° 35,15+4,76
Creatinina
(mg/dL) 1,51+0,08° 1,68+0,10*° 1,53+0,05°
Proteinas Totais
(g/dL) 11,50+1,08" 9,53+1,07%¢ 11,31+1,14°
Albumina
(g/dL) 5,07+0,47° 4,52+0,30° 4,86+0,30
HP
(nmol/dL) 435,53+24,59°¢ 473,24+4,67° 462,48+0,97°
SAT
(%) 82,27+4,65™ 75,41+0,65° 77,30+0,10°
Peso do rim
(g) 1,26+0,08 1,30+0,05 1,27+0,10

Valores em media + desvio padrio

a: Diferenca significante em relagdo ao grupo C
b: Diferenca significante em relagdo ao grupo S
c: Diferenca significante em relacdo ao grupo SN
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Grifico 01. Relagdo entre taxa metabolica no estado alimentado e peso final nos animais dos

grupos C, S e SN.
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Grafico 02. Relagio entre taxa metabodlica de jejum e peso final nos animais dos grupos C, S e

SN.
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Grafico 03. Oxidagdo de carboidratos e lipidios no estado alimentado nos animais dos grupos

C, S e SN.
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Grafico 04. Oxidagdo de carboidratos e lipidios no jejum nos animais dos grupos C, S e SN.
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Grafico 05. Curva glicémica dos animais dos grupos CC, CNAC, SS, SNAC e SN, obtida a

partir do teste oral de tolerdncia a glicose.
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Grafico 06. Relagdo entre niveis de hidroperdxido de lipidio e substancias antioxidantes totais

em animais dos grupos C, S e SN.
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DISCUSSAO



O consumo alimentar didrio e a preferéncia alimentar ndo sdo estatisticamente
significantes entre os grupos S e SN. No entanto, hd diferenga estatistica entre os
grupos S e SN em relagdo ao grupo C. Essa diferenga ocorre devido ao acréscimo de 30%
de sacarose no liquido dos animais S e SN, o que lhes fornece energia, diminuindo assim, a
quantidade de ragdo ingerida diariamente.

O consumo de liquido didrio ndo difere entre os grupos S e SN, porém estes
grupos tém maior ingestdo liquida quando comparados ao grupo C. Esses dados sdo
condizentes com estudos de Drewnowski et al. (1991), que comprovam a preferéncia por
alimentos com alto teor de aglcar.

A maior energia total ingerida pelos animais dos grupos S e SN é principalmente
decorrente da energia proveniente da ingestdo de sacarose, jd que animais do grupo C
apresentaram maior energia ingerida da ragdo quando comparados a animais dos grupos S
e SN.

A maior ingestdo caldrica dos animais dos grupos S e SN em relagdo ao grupo C
implica em maior peso final, ganho de peso e circunferéncia abdominal destes animais em
relagdo ao controle, apesar de ndo haver diferenga significante estatisticamente. Esses
resultados estdo de acordo com estudos de Goodson (2001), que mostrou que ingestdo de
solugdo de sacarose aumenta o peso corporal. Além disso, Hafidi (2001) demonstrou que a
adigdo de sacarose ha dgua de beber induz obesidade com deposi¢do de gordura intra-
abdominal. Interessante é o efeito protetor da NAC, prevenindo o aumento excessivo do
peso e da circunferéncia abdominal nos animais do grupo SN.

Uma vez que animais dos grupos S e SN t€m maior ganho de peso e menor ingestdo
alimentar que animais do grupo C, apresentam também menor taxa de ingestdo voluntdria
(TIV). Entre animais dos grupos S e SN, ndo ha diferenga significativa na TIV.

O maior IMC dos animais do grupo C em relagdo a animais dos grupos S e SN,
apesar do menor peso final, é devido ao menor comprimento corporal dos animais do
grupo C em relagdo aos demais. Os grupos S e SN ndo diferem em relagdo ao
comprimento corporal e IMC.

A despeito do maior peso final e ganho de peso, animais do grupo S t&€m a maior
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superficie corporal e a menor taxa metabélica basal tanto no estado alimentado como ho
jejum quando comparados a animais dos grupos C e SN. Entre os grupos C e SN ndo hd
diferenca significante na superficie corporal bem como na taxa metabélica basal,
evidenciando efeito benéfico da NAC, prevenindo alteragdes metabdlicas decorrentes da
inadequada ingestdo alimentar, uma vez que a baixa taxa metabdlica facilita o ganho de
peso e estd associada a sindrome metabdlica (Buscemi et al., 2007).

Estudos anteriores evidenciaram que a ingestdo de solugdo de sacarose determina
estado de hiperglicemia (Novelli, 2005; Ebaid et al., 2006), o que corrobora com nossos
dados visto que a ingestdo de sacarose pelos animais dos grupos SS, SNAC e SN induz
aumento hos hiveis séricos de glicose no jejum quando comparados a animais dos grupos
CC e CNAC, que receberam dieta padrdo.

A ingestdo cronica de NAC pelos animais do grupo SN mostra efeito benéfico, uma
vez que reduz os hiveis de glicose ho jejum e apds 30 e 60 min do inicio do TOTG em
relagdo aos animais dos grupos SS e SNAC. Além disso, a administragdo de NAC, tanto
cronica quanto aguda, normaliza o pico glicémico nos animais dos grupos SNAC e SN
quando comparados aos animais do grupo SS, mostrando-se, portanto, benéfica, jd que
regulariza a resisténcia a agdo da insulina devido a dieta rica em sacarose.

Estudos com camundongos diabéticos db/db (Kaneto et al., 1999), ratos Zucker
obesos e diabéticos (Tanaka et al., 1999) e camundongos CD1 com indugdo de diabetes
pela aloxana (Ho et al., 1999) evidenciaram que a suplementagdo com NAC previne a
hiperglicemia e melhora a intolerdncia a glicose associadas a preservagdo da secregdo de
insulina estimulada pela glicose. O mecanismo pelo qual a NAC inibe a indugdo de
resisténcia a insulina parece ser relacionado ds suas propriedades antioxidantes (Aruoma
et al., 1989; Cotgreave et al., 1997), uma vez que a NAC disponibiliza cisteina e promove a
sintese de GSH (Cotgreave et al.,, 1997). Infusdo intravenosa de GSH tem sido
relacionada ao aumento da distribuigdo da glicose em homens sauddveis (Paolisso et al.,
1992) e a liberagdo, induzida pela glicose, de insulina pelas células p em ratos (Ammon et
al., 1989). Além disso, ao GSH tém sido relacionada fun¢des celulares ndo associadas a

sua atividade antioxidante, como atuar como cofator da reagdo catalisada pela enzima
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glioxalase no metabolismo do metilglioxal (Baynes et al., 1999).

A resisténcia a insulina que ocorre em animais de dieta rica em sacarose
determina hiperglicemia nesses animais na medida em que had alteragdo na cinética de
captagdo da glicose sanguinea por diversos tecidos. Assim, a glicose sanguinea permanece
por mais tempo disponivel em elevada concentragdo para tecidos que ndo necessitam da
sinalizagdo da insulina para sua captagdo. Dessa forma, a oxidagdo de carboidratos, em
detrimento a oxidagdo de lipidios, pelos animais do grupo S € maior em relagdo aos grupos
C e SN, tanfo no jejum quanto no estado alimentado devido ao estado de resisténcia
insulinica desenvolvida em decorréncia da ingestdo excessiva de sacarose. Devido a
redugdo da velocidade de captagdo da glicose pelos tecidos periféricos, a glicose
permanece por tempo maior na corrente sanguinea, sendo possivel que ocorra oxidagdo de
remanescentes de glicose mesmo apds jejum de 12 horas. Estudos de Lombardo et al.
(1996), mostraram que o consumo de dieta rica em sacarose resulta em constante estado
de hiperglicemia, em que os niveis de insulina permanecem inalterados e incapazes de
compensar a maior demanda. Isto, segundo os autores, sugere estado de resisténcia a
insulina, com relativo déficit em sua secregdo, que determina a sindrome diabética
branda, cujas particularidades metabdlicas e hormonais sdo semelhantes ao diabetes
mellitus ndo-dependente de insulina.

Dessa forma, o quociente respiratério (QR) no grupo S é maior em relagdo aos
demais grupos e o VO,/g e VO,/superficie corporal, bem como o VCO,/g, sdo menores no
grupo S em relagdo aos demais, tanto no jejum como no estado alimentado, o que
corrobora a maior oxidagdo de carboidrato pelos animais do grupo S. Além disso, esses
animais apresentam menor oxidagdo de lipidios quando comparados a animais dos grupos C
e SN, no jejum e no estado alimentado, o que estd diretamente associado a adiposidade
abdominal e ao maior ganho de peso e peso corporal final nesses animais.

Estresse oxidativo desempenha importante fungdo nas anormalidades da agdo e
secregdo de insulina presentes no diabetes tipo 2 (Harber et al., 2003), bem como na
patogénese das complicagdes decorrentes do diabetes (Avogaro et al., 2008). Dessa

forma, estudos tém demonstrado o efeito benéfico de substdncias antioxidantes como a
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NAC na patogénese de algumas doengas, inclusive as nefropatias (Drager et al., 2004).

Animais do grupo S apresentam aumento no estresse oxidativo quando comparados
ao grupo C, uma vez que a concentragdo de hidroperéxido de lipidio estd aumentada e a
de substdncias antioxidantes totais estd reduzida ao compararmos esse grupo aos grupos
C e SN. Entretanto, animais do grupo SN tém redugdo nos niveis de HP e aumento nos
niveis de SAT, evidenciando efeito benéfico da NAC na prevengdo do estresse oxidativo
e conseqiientemente dos efeitos deletérios a ele associados.

Hd evidéncias de que o estresse oxidativo possa estar envolvido ndo sé no
desenvolvimento do diabetes, mas também das complicages micro e macrovasculares a
ele associada (Brindisi et al., 2006). Hiperglicemia induz disfungdo endotelial
provavelmente através de estresse oxidativo (Marfella et al., 1995; Kawano et al., 1999),
enquanto que a redugdo no estresse oxidativo estd associada a melhora nessa disfungdo
(Ceriello et al., 2005). Vdrios estudos demonstram que, em pacientes com resisténcia
insulinica e diabetes, a condigdo 'sine qua non' para a injiria vascular é o estresse
oxidativo (Avogaro et al., 2008).

A nefroaptia diabética apresenta-se em quatro estdgios evolutivos: hiperfiltragdo
renal, nefropatia incipiente ou fase de microalbumindria, nefropatia clinica ou fase de
macroalbumindria e insuficiéncia renal terminal (Murussi et al., 2003).

A hiperfiltragdo glomerular ocorre em resposta d descompensagdo metabdlica
caracteristica do diabetes mellitus, sendo a expressdo inicial do envolvimento renal, e
patologicamente caracterizada por hipertrofia das células tubulares e glomerulares
(Giacchetti et al., 2005), e consequentemente, por hipertrofia renal.

A nefropatia incipiente é caracterizada pela presenga de um aumento da excregdo
urindria de albumina em niveis de 20 a 200pg/min, denominada microalbumindria
(Zelmanovitz et al., 1997), havendo, dessa forma, reducdo nos hiveis séricos de albumina.
A taxa de filtragdo glomerular encontra-se elevada de inicio, com tendéncia ao declinio
quando a albumindria atinge valores superiores a 70ug/min (Salgado, 2007)

A nefropatia clinica é definida pela presenga de proteindria persistente superior a

500mg/24h ou pela excregdo urindria de albumina superior a 200ug/min
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(macroalbumindria) (Am. Diab. Assoc., 2002). Uma vez instalada a proteindria, hd uma
perda progressiva de fungdo renal, de modo que 10% dos pacientes evoluem para
insuficiéncia renal crénica em 10 anos (Humphrey et al., 1989). Observa-se declinio
gradual na taxa de filtragdo glomerular, evidenciada pela redugdo no clearance de
creatinina ou pelo aumento dos niveis séricos de creatinina (Cockcroft et al., 1976). A
progressiva perda de fungdo renal leva ao estdgio de insuficiéncia renal terminal,
caracterizado pela uremia (Murussi et al., 2003).

Animais do grupo S apresentam maior peso renal, menor albuminemia, e
proteinemia e maior nivel de creatinina sérica em relagdo a animais do grupo C, o que
comprova a existéncia de dano renal em fase clinica avangada. No entanto, a fase de
uremia ainda ndo foi atingida, ja que os nhiveis de uréia no soro sdo menores em animais do
grupo S e SN em relagdo ao grupo C. Isso, porém pode ter ocorrido em virtude da menor
ingestdo protéica pelos animais dos grupos S e SN, uma vez que estes animais
apresentam menor consumo de ragdo a despeito da ingestdo de solugdo de sacarose, em
relagdo a animais do grupo C. Assim, a menor ingestdo protéica pode fter mascarado a
existéncia de nefropatia diabética em fase mais avangada nos animais do grupo S.

Animais do grupo SN tém redugdo no peso renal, aumento nos niveis de albumina e
proteinas totais e redugdo hos niveis de creatinina em relagdo a animais do grupo S.
Assim, apesar desses animais apresentarem alteragdes que caracterizam a nefropatia
diabética, estdo em estdgio mais inicial da doenga em relagdo a animais do grupo S,

evidenciando o efeito benéfico da NAC na progressdo da nefropatia diabética.

DISCUSSAO 60



CONCLUSOES



A ingestdo de sacarose determinou desenvolvimento de diabetes mellitus, bem
como de suas complicagdes secunddrias. Animais que desenvolveram o diabetes
apresentaram aumento da glicemia de jejum e deficiéncia na secregdo insulinica, o que
implicou em alteragdes no metabolismo de carboidrato e lipidio, além de disfungdo renal
com alteragdes bioquimicas que caracterizam a nefropatia diabética.

A ingestdo de NAC pelos animais do grupo SN foi benéfica na severidade do
diabetes mellitus e de suas complicagbes secunddrias, normalizando a glicemia de jejum
desses animais e evitando alteragdes na utilizagdo de substratos energéticos, bem como

o aparecimento de danos renais mais graves.
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