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




I 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
morfomeétricos 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 relacdo 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 relacdo aos grupos C, E e ER. O tratamento com resveratrol aumentou o0 consumo
liquido e de etanol no grupo ESR em comparagdo 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 relagéo a C, ER e ES e ganho de peso em comparacdo 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.




1. INTRODUCAO

3.1. Consumo de etanol e peso corporal

O etanol é 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 oxidacgdo de outros macronutrientes (SUTER et al., 1994; SONKO et al.,
1994). InteracBes 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 € obtida pela oxidag&o dos nutrientes
contidos nos alimentos ingeridos.

Em muitas sociedades o etanol é considerado como parte da alimentacdo baésica.
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).

Apo6s ingestdo de etanol, cerca de 20% do total é absorvido no estdbmago e nas
primeiras por¢des 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 ndo
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 estbmago, intestino delgado e colon. Difundindo-se
facilmente pelas membranas bioldgicas, atinge, em poucos minutos, elevadas concentracfes
sanglineas. O consumo prolongado de etanol aumenta os riscos de doencas hepaéticas,
doencas cardiovasculares, Ulceras, certos tipos de cénceres, complicacfes na gestacdo e
danos cerebrais (AGARWAL & SEITZ, 2001).
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Estudos mostram que as calorias do etanol s&o 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 0 aumento do peso corporal (SUTTER et al., 1992) e consequentemente o
desenvolvimento de obesidade. O alcool tem prioridade no metabolismo, alterando outras
vias metabdlicas, incluindo a oxidacdo 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 &cido gama-aminobutirico, opiodides 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 o 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 funcBes hepaticas (LIEBER, 2003), além de
reducdo no peso corporal. Estudos realizados com animais mostraram que quando o etanol
constitui 30% do total calérico, 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 ténus
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 relagdo direta com pardmetros morfométricos e

nutricionais em ratos submetidos a dieta padréo e suplementados com sacarose.
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Toxicidade direta
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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
modificagcdes 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 pds-
prandial, e a interacdo entre os dois pode ser sinergica (BRAND-MILLER et al., 2002).

Individuos que consomem alimentos com alto indice glicémico, podem apresentar

hiperglicemia, possivelmente decorrente da exaustao das células p pancreéticas, 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 solugédo, ou como suplemento (LAWTON & BLUNDELL, 1992; KIM et
al., 2005). A variacdo nos componentes da dieta, além do contetdo cal6rico, bem como o
namero de refei¢des 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 laboratério demonstraram que dieta rica em carboidratos leva a
alteracdes 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 calérico, cuja
prevaléncia tem aumentado em varios paises, contribuindo substancialmente com a
morbidade e mortalidade associadas a patologias como diabetes, hiperlipidemia, hipertensédo
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¢Bes adversas tais como radiagdo 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 &cidos
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cuméarico e malénico na proporgao de 1:3 (SOLEAS et al., 1997), provenientes das rotas do
acido chiquimico e &cido mevaldnico (Esquema 2).

| Viado chiquimato
’ Fenilalanina ‘

Fenilalanina amonialiase ‘: NH3

Acido cinamico

Cinamato-4 hidroxilase ‘— 02

 RESVERATROL

| i

Acido cumarico

3 malonil-CoA

CoA-Ligas& ‘— CoASH

p-coumaroil-CoA

Estilbeno sintase

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¢des 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 farmacoldgicos (OU et al.,
2006). Existe em duas formas isoméricas, cis e trans (STOJANOVIC, 2001). Devido a
sensibilidade a luz, poucas sdo as informagdes sobre as propriedades do isdbmero cis-
resveratrol (BASLY, 2000). O isomero trans € a forma mais estavel 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 lesGes 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 o organismo contra
doencas metabolicas mimetizando a condicdo de restricdo calérica (BAUR et al., 2006).
Embora o resveratrol mimetize uma restricao caldrica, ndo ha estudos conclusivos a respeito

de seu papel sobre ganho de peso e obesidade.

IY. 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
periodos claro/escuro de 12 horas. O protocolo experimental n° 76/07 esta de acordo com o0s
principios éticos na experimentacdo animal adotado pelo Colegio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela Comissdo de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) da UNESP/Botucatu.

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

divididos em 5 grupos (n=6/grupo), diferindo no componente liquido da dieta: grupo C,

15




considerado controle recebendo agua destilada; grupo E - (agua 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 solugdo 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 solugcdes com etanol a 15% para adaptacao, 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 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 ingestao diaria por Kg de peso para os animais (HABOLD et al.,
2004). O resveratrol foi dissolvido em agua (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 € 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 horério (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 célculos as quantidades caldricas correspondentes as respectivas substancias (7 Kcal/g
para etanol e 4 Kcal/g para sacarose).

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

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

Ao término do periodo experimental, 75 dias, ap0s jejum de 12 horas os animais foram
anestesiados (pentobarbital sodico 3%, 0,1mL, i.p.) e foram determinados parametros
morfométricos, 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 célculo do indice de massa corporea (IMC) dos animais, adaptado do
IMC utilizado em humanos bem como para o calculo 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. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em média = desvio padrdo. Para comparacdo entre as
médias foi utilizada a anélise 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. Comparacdes entre parametros nutricionais e
morfométricos 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
que 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 elevacdo no ganho de peso em relacéo aos grupos C e ER, bem como
aumento do comprimento corporal em comparagdo com os grupos C e ES (Tabela 1). Animais
suplementados com etanol e etanol associado ao resveratrol elevaram o comprimento corporal,
guando comparados ao controle. O resveratrol reduziu o indice de Lee em animais

suplementados com etanol em relacdo 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 reducéo do consumo medio 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 reducédo na ingestdo 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 solucao contendo etanol.

Os parametros nutricionais estéo descritos na Tabela 4. Pode-se notar que o consumo de
etanol foi reduzido no grupo ER em relacdo 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 relacdo 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 relacdo ao ER.

As Figuras 1 e 2 apresentam correlacbes entre o consumo de etanol e parametros
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 &gua 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+23,28 420,50+24,86 420,54+27,96 465,76225,23*

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/cm®) 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?) 0,730,04 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 relagéo 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; d: Diferenca significante em relagdo ao grupo ES, com p<0,05
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Tabela 2. Consumo de racdo 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 solugédo 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%C
2 semana 25,301,53 22,90+1,86 21,79¢1,10°  12,07+1,53°  12,2142,21%°
3 semana 24,84+1,58 23,50£1,22  22,81#1,22°%¢  1257#217"  12,70+2,06™
4 semana 23,25+0,87 22,66+1,22 21,95+4126  11,1542,32®  11,65+2,20%48
5 semana 23,18+1,11 22,61#1,31  21,76+1,20"®  11,44+159%"  12,01+1,44*
6 semana 24,79+0,83 23,52+#1,40  23,27#1,03°¢  1151#2,73®  13,23+1,00™
7 semana 255141,32  24,26+1,03°  23,40+£1,27°¢  11,71#1,96®  13,23+1,00"C
8 semana 24,62+¢1,77  2532+42,02°  24,73+1,15°  10,57+2,17*"  13,12+1,23"EC
9 semana 2465+152  20,97+1,51*  19,18+2,28**  9,251,12"*  9,64+1,07*"
10 semana 24,40+1,42  22,01+1,43®  21,03+1,36*®  9,71x1,37®  11,170,58"*®
Média 24,52+1,12 23,24+1,26 22,38+1,11 11,99+1,56®  12,39+1,37*°

& Diferenca significante em relagdo ao grupo C, com p<0,05 ;
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. Letras maitsculas
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 agua 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 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 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"® 33,62+42,81°  31,50+2,60%"  34,88+3,71"®  37,48+3,01C
3 semana 37,04+2,974 33,40+1,79"  32,33+1,62**  36,16+3,56"®  36,52+2,63"C
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°°P  3562+1,56"  32,36+4,14%"  37,81+3,93"®  36,82+5,76"C
6 semana 37,60+3,44"¢ 32,48+1,62*4  31,25+2,09*  33,18+1,68" 34,65+3,35"
7 semana 45,10+3,695° 37,36+1,25%  34,24+225%  40,00+3,00"®  42,72+4,03E0
8 semana 44,762,465 42,93+1,61%  40,03+2,675¢  40,90+4,05° 42,72+4,03°°
9 semana 44,73+3,595¢ 32,79+3,15%  29,81+2,67*  3522+3,82%8  41,00+2,22°UAP
10 semana 50,41+2,78° 34,50+3,05%  32,70+2,96%C 39,7742 9178  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 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 relacdo ao grupo ES, com p<0,05. Letras maitsculas
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 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

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* 245242 49" 24,81+2,73%°
Eficiéncia
alimentar (%) 15,99+1,85 16,66+1,87  16,04+2,02  57,93+3,01°  55,23+2 64°°

& 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 relagdo ao grupo ES, com p<0,05. Letras maitisculas
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+0,04%4¢
2 semana 0,09+0,02* 0,17+0,02%8¢
3 semana 0,08+0,024 0,13+0,01%8¢
4 semana 0,13+0,0385¢ 0,30+0,07*
5 semana 0,05+0,024 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%PF
10 semana 0,07+0,014 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

maidsculas distintas indicam diferenca significante entre as semanas.
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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 correlacio de Pearson, diferengas consideradas

significantes com p<0,05.
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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 correlagio de Pearson, diferengas consideradas

significantes com p<0,05.
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Figura 3. Correlagéo entre consumo de resveratrol (mg/dia) e preferéncia alimentar (%) dos
animais do grupo ER que recebeu &gua 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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VI. DISCUSSAO

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

O consumo de &lcool 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 associacdo com ingestao 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, é 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 ndo tenha diferido
do controle (Tabela 2, Figura 1). Houve reducdo no consumo de liquido devido a reducédo 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 parametros
morfometricos como peso final, ganho de peso, IMC. Nota-se que houve correlacdo 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 consequente
ganho de peso (WESTERTERP-PLANTENGA & VERWEGEN, 1999). Alcool altera o
apetite e a saciedade, porém outras alteragdes 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 ingestéo
de alcool (15%) € elevada em relacdo a outros nutrientes, como carboidrato (8%), proteina

27




(25%) e lipidio (3%). Este evento tem sido associado ao fato do etanol ser oxidado pela via
metabdlica 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 administragédo de resveratrol em ratos submetidos ao consumo de etanol promoveu
reducdo da preferéncia alimentar, fato que explica a redugdo 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 associacao
com etanol induziu a reducdo do indice de Lee, podendo alterar o ganho de peso em longo
prazo. A reducdo no indice de Lee pode ser atribuida a correlagdo 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. Diferencas no efeito da
sacarose sobre 0 peso corporal podem estar associadas a forma de administracdo
(GOODSON et al., 2001).

A sacarose proporcionou redugdo do consumo de racdo por reduzir a preferéncia
alimentar (Tabelas 2 e 4). A ingestdo de carboidratos (ANDERSON, 1994) afeta aspectos
do funcionamento do cérebro, 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 regulacéo do
peso corporal (CHICCO et al., 1999). Dieta suplementada com frutose e sacarose induz
alteracfes 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
doengas cardiovasculares como hipertensdo e diabetes (JONES et al., 1994). Segundo
RANDLE et al. (1994) o aumento na concentragdo de &cidos graxos ndo esterificados no
sangue, decorrente da resisténcia a insulina, resulta em aumento na oxidacao destes &cidos

graxos e na inibicdo da captacdo de glicose pelas células. Observou-se que o grupo ES em
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particular, ndo apresentou alteracdo significante nos pardmetros 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 consequentemente
elevacdo no consumo de etanol, sacarose e resveratrol em relagdo 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 néo
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 elevacdo 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 padrdo. Estas mudancas estdo associadas com prolongamento de tempo de vida e
incluem aumento da sensibilidade a insulina, reducdo na concentracdo de IGF-1 (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 redugdo no ganho de peso.

Um importante efeito do resveratrol nos animais do grupo ER, foi a redugdo 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 concentracio de resveratrol em ambos 0s grupos
ER e ESR tenha sido inferior a dose méaxima tolerada (CROWELL et al., 2004; BAUR &
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SINCLAIR, 2006), o consumo de resveratrol foi significantemente elevado no grupo ESR
em relacédo ao ER.

Em baixas concentracdes, o influxo de resveratrol no tecido hepatico envolve um
processo ativo (JANNIN et al., 2004), e este mecanismo permite uma captacdo eficiente do
resveratrol do sangue para o figado (LANCON et al., 2004). Além disso, a despeito dos
eventos metabolicos (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 solucdo aquosa como
Unica fonte liquida é continuamente ingerido durante todo o dia, prolongando assim sua
exposicao plasmatica e tecidual.

Vaérios polifendis sdo considerados compostos toxicos dependendo da concentragédo
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 reduc¢do no consumo de racao e
elevacdo na ingestdo liquida, fatos associados a elevacao na energia total ingerida por estes
animais. A associacdo do etanol com sacarose ndo promoveu alteracdes nos parametros
nutricionais em relacdo ao controle, embora tenha ocorrido elevacdo no consumo liquido e
no peso final, em relacdo 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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I 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 hepético, além do metabolismo basal de ratos suplementados com
etanol e a associagédo 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 solucdo aquosa de sacarose 30% durante 4 dias semanais € 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 didxido
de carbono. O consumo de etanol aumentou a lipidemia e atividade da alanina
aminotransferase, além de reduzir a concentracdo de glicose sérica e proteinas hepaticas. A
associacao de etanol e sacarose alterou 0 metabolismo basal ao reduzir a oxidacao 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 hepatico. O tratamento com resveratrol
nos ratos suplementados com etanol reduziu a oxidacdo lipidica alterando o metabolismo
basal. Resveratrol, no grupo ER, melhorou a lipidemia ao elevar a concentracdo de HDL e a
relacdo 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 hidroxido de lipidio no tecido hepatico, além de alterar o
metabolismo basal através do aumento na taxa metabdlica basal. A administracdo de
resveratrol ao grupo ESR alterou a lipidemia através da reducdo do TG, VLDL, HDL e
relagdo 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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1. 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 crénico e excessivo de alcool pode anular os efeitos benéficos
cardiovasculares, aumentando os riscos de isquemias e infartos do miocéardio (NAVDER et
al., 1999; PUDDEY & CROFT, 1999).

Segundo BARUONA & LIEBER (1979) a oxidacdo de etanol produz um notavel
desequilibrio metabdlico no tecido hepético. Sendo responsavel pela producdo de grandes
somas de equivalentes redutores que promovem desordens metabdlicas como hipoglicemia,
hiperlactacidemia e interferéncia metabolismo de aminas (LIEBER, 1992). O alcool também
altera o metabolismo lipidico, causando profunda inibicdo da lip6lise e reduzindo os niveis
de &cidos graxos livres (JONES et al., 1965). A inibicdo da lip6lise estd associada com o
aumento dos niveis de corpos cetbnicos, provavelmente devido a conversdo de acetato,
derivado da oxidagao do alcool a acetoacido e a B-hidroxibutirato (HIRSCH et al., 1998).

O consumo crénico de etanol resulta na depressdo do metabolismo energético mitocondrial
hepético. A alteragdo na atividade de diversos componentes no sistema de fosforilacdo oxidativa
contribui com a reducgdo na capacidade de sintese de ATP (CUNNINGHAM et al., 1996). Em adi¢do
a reducdo na funcdo mitocondrial hepatica pela exposi¢do ao consumo crénico ou intenso de etanol
aumenta a concentragdo 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 hepética (SLIGTE et al.,

2003) através de acumulo progressivo de tecido conjuntivo no figado (POLI, 2000).
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Considerando-se que a concentragdo de etanol que ndo apresenta efeitos adversos a
salde 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 sacarose.

3.2. Suplementagéo com sacarose

Sacarose pode ser considerada um alimento relativamente novo no sentido de que s6
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
metabolica (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 producéo de radicais livres e defesas antioxidantes,
levando ao aumento da susceptibilidade a peroxidacdo (BUSSEROLLES et al., 2002a;
BUSSEROLES et al., 2002b). Segundo NOVELLI (2005) o aumento na ingestdo caldrica €
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. Adicéo de polifenol a dieta

O organismo possui mecanismos de defesa enddgenos contra a acao toxica das ERO,
divididos basicamente em dois grupos: as enzimas de atividade antioxidante e o0s
antioxidantes ndo-enzimaticos. Os primeiros correspondem principalmente as enzimas
catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase. Os agentes antioxidantes ndo-
enziméticos 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¢des, 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 associacdo positiva
entre o consumo de frutas e vegetais, com alto conteldo de polifendis, com reducdo nas
taxas de mortalidade por doencas cardiovasculares, cancer e outras patologias degenerativas
(DILLARD & GERMAM, 2000).

Resveratrol € 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 peroxidagdo 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 doencgas 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 biologicos como inibigdo da
sintese de eicosandides nos leucocitos de ratos, inibicdo da ativacdo e/ou agregacédo
plaquetaria, 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 oxidagdo 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 hé 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 nao foi
definido.

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

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

IV, 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, a temperatura de 22 + 3°C com
periodos claro/escuro de 12 horas. O protocolo experimental n° 76/07 esta 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 padrdo, sendo
divididos em 5 grupos (n=6/grupo), diferindo no componente liquido da dieta: grupo C,
considerado controle recebendo agua destilada; grupo E - (Agua 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 solugdo 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).

Grupo Grupo Grupo Grupo
ER ES ESR

¥ Calorimetria indireta realizada aos 65 dias
experimentais:

v  Apos 70 dias experimentais foi realizado o
sacrificio dos animais e,

¥ Obtencao das amostras.

4

Resultados

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 ingestao diaria por Kg de peso para os animais (HABOLD et al., 2004).

4.2. Determinacgdo do metabolismo basal e utilizacdo de substrato energético
Ao final de 65 dias de experimento, foram determinados o metabolismo basal, o
consumo de 02 (VO2) e a producdo de CO2 (VCO2). A utilizacdo de lipidios e carboidratos

como fonte de energia foi obtida através do quociente respiratorio (VC0O2/V0O2) (STROHL
etal., 1997).
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As determinagfes foram realizadas com uso de camara metabélica 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 producdo 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,,VCO,), energia total ingerida
e peso corporal final, foram calculados:
» Balanco energético diario (Kcal/dia)= Energia ingerida (Kcal/dia)-TMB
(Kcal/dia) (LABAYEN et al., 1999)

VO, (mL/h)
superficie corporal (g°")

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

(BRAY, 1969):
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VO, x(QR - 0,707)

» Oxidagdo de carboidrato (mg/min) = x 0,746
0,293
(LABAYEN et al., 1999);
— . . VO, x(1-QR)
» Oxidacédo de lipidio (mg/min) = x 0,746 (LABAYEN et al.,

0,293
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 € 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. Obtencdo 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 decapitagdo. 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 concentracfes de proteinas
totais (LOWRY et al., 1951), perfil lipidico (Laborlab produtos para laboratérios,
Guarulhos, SP, Brasil ), glicose (Laborlab produtos para laboratérios, Guarulhos, SP, Brasil
), hidroperéxido 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 solugdo salina gelada (NaCl 0.9%). As amostras de tecido hepéatico em
porcdes de 200mg foram pesadas e homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 5 mL de tampéo fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0. Os homogeneizados foram
centrifugados a 10000rpm durante 15 minutos, sendo os sobrenadantes utilizados para as
determinacbes de proteinas totais, hidroperdxido 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 B-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 1l 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 anélise de variancia (ANOVA) para esquema fatorial 2x2 no modelo
ao acaso, complementada com o teste de Bonferroni. Comparacdo 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 metabdlica basal (TMB), volume de oxigénio (VO,), VOu/superficie
corporal (SC) e oxidacdo lipidica (Ox-L), além de reducdo do quociente respiratério (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 alteracéo do
QR (Tabela 1).

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

carbono (VCO;) em relacdo ao C (Tabela 1).
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Animais suplementados com etanol e sacarose apresentaram redugdo na Ox-L quando
comparados ao grupo E, sem alteracdo na TMB. A administragdo de resveratrol ao grupo
ESR reduziu 0 VCO; e elevou a Ox-L em relacdo 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) ndo
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 reducdo da glicemia nos animais
submetidos ao consumo de etanol. As concentracdes 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 concentracfes de TG e
VLDL, elevando a concentracdo de colesterol total em relagdo ao grupo que recebeu apenas
o etanol. O grupo ER também elevou a concentracdo de HDL-colesterol, bem como a
relagdo HDL/TG em comparacdo 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 concentracdo de HDL-
colesterol e a relagdo HDL/TG, além de reduzir a concentracdo de VLDL, quando
comparado aos grupos C e E . A administracdo 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 relacdo HDL/TG
quando comparado a C e E (Tabela 2).

Observou-se que 0s animais submetidos a solucdo aquosa contendo etanol
apresentaram elevacdo da ALT em comparacgdo ao controle (Tabela 3).

Os parametros hidroperoxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais (SAT),
bem como a relacdo 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 concentragdo 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 relacdo ao C, alem de elevar a atividade da catalase quando comparado
aCeE (Tabela 4).

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

hepaticas e elevou a atividade da SOD em relagdo ao C. O tratamento com resveratrol, no
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grupo ESR, reduziu a concentracdo de proteinas totais hepéaticas em relagdo ao controle, bem
como a concentragdo de HP quando comparado a C, E e ER. ESR elevou a atividade da
catalase em relacdo aos demais grupos em estudo e reduziu a atividade da SOD em relacdo a
ES, sem atuar sobre as concentracdes 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 reducdo 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 relacdo 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 relagdo
OHADHY/CS comparado aos grupos C e E. O tratamento com resveratrol no grupo ESR
elevou a atividade da OHADH e CS guando comparado aos grupos C, E e ER, bem como a
relacdo OHADH/CS em comparacao ao ES (Tabela 5).

A Figura 3 apresenta a correlagdo negativa entre a atividade da enzima OHADH no
tecido hepatico e a concentracdo de triacilglicerol sérica.
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Tabela 1. Pardmetros calorimétricos taxa metabdlica basal (TMB), volume de oxigénio (VO,)
(mL/h), volume de diéxido de carbono (VCO,), VO,/peso corporal (VO./PC), quociente
respiratério (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 &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
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° 138,95+0,96*

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+0,41  2,77+0,44*  257+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%°  129+059°  1,33+0,75°  3,04+0,99°"

# 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 relacdo ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 2. Concentragbes 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 relagbes 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 &gua 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 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+534®  5157+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 3 080,35 1,58+0,30%"°

relacdo ao grupo E, com p<0,05;  Diferenca S|gn|f|cante em relagao ao grupo ER, com p<0,05;
d Diferenca significante em relagdo ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 3. Hidroperdxido de lipidio (HP), substancias antioxidantes totais (SAT), relacdo
SAT/HP e alanina amino-transferase (ALT) 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
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+505  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)  50,11#508 82,51+6,33° 78,2748,83% 74,18+7,59% 90,97+7,0°

 Diferenca significante em relagéo 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.
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Tabela 4. Concentracdo de proteinas totais, hidroperoxido de lipidio (HP), enzimas
envolvidas no estresse oxidativo como catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px), substancias antioxidantes totais (SAT) presentes no tecido
hepatico dos animais do grupo controle, grupo E que recebeu dgua 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
(0/100de  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 0,150,06 0,45+0,11%*  0,30+0,08 0,690,092

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

&: 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 relagdo ao grupo ER, com
p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao grupo ES, com p<0,05.
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Tabela 5. Atividade das enzimas envolvidas no metabolismo energético hepético, p-
hidroxiacil-Coenzima A desidrogenase (OHADH), citrato sintase (CS) e a relacdo entre
OHADH/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 relacéo ao grupo ES, com p<0,05.
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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 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.

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

significantes com p<0,05.
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VI. DISCUSSAO

A oxidacao do &lcool ocorre praticamente toda no tecido hepético. A primeira fase
da biotransformacéo do etanol compreende sua oxidagdo 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 soluvel 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 &lcool desidrogenase (ADH) ocorre
modificacdo do sistema redox que € responsavel por alteracdes metabolicas, decorrentes do
consumo do etanol. Estas alteracdes envolvem o aumento da a-glicerofosfato hepatico e o
estimulo a sintese de &cidos graxos com concomitante diminuicdo da oxidagdo 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 hepatico doa animais do grupo E foi seguida
também pela diminuicdo na oxidacdo de acidos graxos nos ratos suplementados com etanol.
A reducdo na oxidacdo 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
concentracédo de triacilglicerol hepético (Figura 1). A OHADH é enzima marcadora da beta
oxidacdo de &cidos graxos (BASS et al., 1969).

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

A ingestdo de alcool tem um efeito importante na forma e funcéo 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 ingestéo
de etanol (LEVINE et al.,, 2000; MATTES, 2006). Esta condicdo pode em parte, ser
relacionada com o metabolismo do etanol pela MEOS, ocorrendo aumento do consumo de
oxigénio hepatico assim como nos demais tecidos, representado atraves 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 producgédo 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 toxicos de sua ingestdo. Esta perda de energia ou
termogénese induzida pela ingest&o de alcool (15%) é elevada em relagdo 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 o segundo maior macronutriente em energia (ATWATER &
BENEDICT, 1902; CARPENTER, 1940; PRENTICE, 1995) (Esquema 2).

Esquema 2. Oxidacédo do etanol pela via microssomal de oxidagéo do etanol (MEOS),

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 condic¢des
os lipidios do tecido adiposo séo fonte energeética 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 oxidacgdo lipidica em pacientes sob condi¢des
basais. O aumento da concentracdo de triacilglicerol e consequentemente de VLDL-
colesterol representou substrato para a elevacdo na oxidacao lipidica no grupo E durante o
estado de jejum (Tabela 1).

Animais do grupo E apresentaram ainda redugdo no VCO, em relagéo ao controle
(Tabela 1). A redugdo no VCO, esté associada a inibigdo do ciclo do citrato promovida pelo
consumo de etanol (LIEBER et al., 1967), embora a suplementacdo com etanol ndo tenha
apresentado alteracdo significante na atividade da CS, reduziu a relagdo OHADH/CS
(Tabela 5). A CS constitui a principal enzima envolvida no controle de fluxo de metabdlitos
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,O,) e oxigénio
singlet * O ) podem produzir danos teciduais (SOHAL & WEINDURCH, 1996).

A suplementacdo com etanol aumenta a atividade da enzima superéxido dismutase
(SOD) (HUSAIN et al., 2001), como observado na Tabela 4. A SOD catalisa a reacdo do
anion superéxido a perdéxido de hidrogénio e oxigénio molecular e tem a funcéo de proteger
as membranas celulares dos efeitos deletérios da peroxidacéo lipidica (FRIDOVICH, 1975).
O aumento na atividade da SOD durante a ingestdo cronica de etanol poderia refletir uma
resposta protetora a producdo de anions superoxido (VALENZUELA et al., 1980) pela
oxidacdo do etanol via ADH e MEOS (LIBER, 2003). A elevacdo da SOD também pode
estar relacionada com o processo adaptativo do tecido hepético 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 hipotese relaciona 0 aumento de sua atividade a condi¢cdo denominada
“hormesis”, que caracteriza a modulacdo de antioxidantes atraves de repetidos episddios de
condigdes potencialmente adversas (JI et al., 2002).

Estudos demonstram que a administracdo de etanol pode aumentar a peroxidacao
lipidica hepéatica em certas condicBes experimentais (ALBANO, 1982; REINKE, 1987).
Entretanto, os animais submetidos & suplementacdo 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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relagdo HP/SAT entre os grupos em estudo (Tabela 3). Este fato foi associado com tempo de
administracdo 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
peroxidacao lipidica nestes animais.

Fato importante a ser considerado foi a manutencdo da GSH-Px (Tabela 4) indicando
que a concentracdo de etanol administrada n&o foi capaz de promover intoxicacdo cronica
nestes animais, uma vez que intoxicacao cronica 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). Alteracdes nas concentragdes de
ALT séricas sdo especificas do figado e tém sido usadas como importante forma de
diagnostico de alteracdes hepaticas, incluindo o alcoolismo (NOVELLI et al., 1996;
NOVELLI et al., 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 inibicao
da absorcdo de proteinas pelo intestino (PETERMANN et al., 1993) e consequente aumento
da excrecdo de nitrogénio na urina em animais submetidos ao consumo de etanol (MEZEY,
1975), reduzindo assim a producdo de proteinas totais no tecido hepético (Tabela 4), embora
a concentracao no soro ndo tenha sofrido alteracdo (Tabela 2) .

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

SIRT 1 dependente de monofosfato de adenosina quinase (AMPQ). A AMPQ é
conhecida moduladora do estado energético celular, ativada pelo aumento da relagéo 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 acido graxo sintetase e a sintese de lipidios
induzida pela elevada ingestéo de carboidratos (HOU et al., 2008). Nestas condi¢des ocorre
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diminuigéo na atividade da acetil coenzima-A carboxilase, reduzindo a formagéo de malonil
coenzima A, precursor da sintese de acidos graxos e modulador da carnitina acil transferase.
Deste modo, ocorre diminuicdo na sintese de acidos graxos e elevacdo na sua oxidacao
(Esquema 3), neste caso, reducdo da sintese, uma vez que nao houve alteracdo na atividade
da enzima OHADH (Tabela 5).

RESVERATROL

lMALONIL COA

8

l SINTESE DE ACIDOS GRAXOS

Esquema 3. Ativacdo da oxidacéo lipidica por compostos fenolicos. LKB1 quinase
supressora tumoral; AMPQ), proteina quinase dependente de AMP; ACC, acetil coenzima A
carboxilase; FAS, sintese de &cidos graxos (HOU et al., 2008).

A redugdo na concentracdo de triacilglicerol plasmaético 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,, VO,/superficie corporal e QR
quando 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 biotransformacédo de drogas, bem como a
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bioativagdo de muitos pro-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 elevagéo da concentracdo 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 relagdo 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 inibicdo 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

concentragdo no tecido hepéatico como ocorreu no grupo ER (Tabela 4).

Embora o resvertarol seja descrito por suas propriedades antioxidantes (FRANKEL
& KINSELLA, 1993; FREMONT, BELGUENDEZ & DELPAL, 1999), no foi capaz de
reverter 0 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 hepéatica, ndo apresentou diferenca 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 elevacdo nas concentragdes 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 a0 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 concentracfes de &cido

ribonucléico mensageiro (RNAmM) de enzimas lipogénicas (IRITANI et al., 1992).

63




A ingestdo de sacarose assim como o etanol, promove aumento na producéo hepatica
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 hepético, reduzindo assim a concentracdo de VLDL e conseqlientemente do
triacilglicerol no soro destes animais (Tabela 2), acumulando lipidios no figado.

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

Ao reduzir a concentracdo de VLDL e consequentemente 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 ndo apresentaram reducdo da TMB e VO,
(Tabela 1) como esperado para ratos submetidos ao consumo de sacarose (NOVELLI et
al., 2008). Individuos obesos apresentaram reducdo de 3 a 5% na TMB (ASTRUP et al.,
1999), e um importante fator determinante da TMB é a gordura corporal que pode ser um
fator de risco para o desenvolvimento de obesidade (JOHNSTONE et al., 2005).

A associacdo do etanol com sacarose impediu a elevacao na oxidacdo 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 oxidagdo em
detrimento aos demais compostos da dieta. Esta associacdo foi responsavel também por
promover redugdo da oxidacdo lipidica nos ratos do grupo ES em relagdo 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 saude ao induzir danos oxidativos (NOVELLLI et al., 2002; DINIZ et
al., 2004). Embora a ingestdo de sacarose em ratos seja acompanhada por significante

aumento na excrecdo 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 hepatico (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 associacdo de etanol com sacarose.

A suplementacdo com etanol e sacarose promoveu elevagao na atividade da CS, fato
que foi refletido na reducdo da relacio OHADH/CS (Tabela 5). A elevacéo na atividade da
CS indica que mesmo com aumento na energia ingerida ndo houve alteracdo na integridade
da membrana mitocondrial hepatica suficiente para modificar o metabolismo aerébico
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 reducédo do
QR em relacdo ao controle e elevacdo da oxidacgdo lipidica em relacdo aos grupos C, ER e
ES (Tabela 1).

A elevacdo na oxidacao lipidica promovida pelo resveratrol no grupo suplementado
com sacarose foi seguida pelo aumento na atividade da OHADH e conseqlientemente a
reducdo nas concentracdes de triacilglicerol e VLDL (Tabelas 2, 5).

A reducdo do triacilglicerol no grupo ESR foi observada também através da elevacéao
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
concentracdo de triacilglicerol. Individuos com baixas concentracdes de triacilglicerdis
apresentam LDL grandes, enquanto aqueles que apresentam elevadas concentracdes de
triacilglicerdis séricos tém LDL pequenas e compactas (BLOOMGARDEN, 2002),
reduzindo o risco de doengas cardiovasculares.

A redugdo 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 enddgeno.

O resveratrol assim como no grupo ER néo 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 ativagdo do gene SIRT 1 pelo resveratrol mimetiza parcialmente uma restrigdo
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 restricdo caldrica é considerada a via mais eficiente em estender a salde e
longevidade (BARGER et al., 2003).

Segundo ROCHA e colaboradores (2009), o resveratrol aumentou o0 estresse
oxidativo hepatico 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 hepética (Tabela 4), atuando como agente antioxidante (LEONARD
et al., 2003; SANCHEZ-MORENO et al., 1999; CAI et al., 2003). A reducio no HP
hepéatico 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
peroxidacgdo lipidica (LEONARD et al., 2003). Este fato explica a menor necessidade de
inducdo a aumento da atividade da SOD que esteve reduzida em relacdo 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 concentragdo de RNA
mensageiro para catalase em células musculares lisas da aorta € 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 concentracdo 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 concentragdes de TG e elevar HDL-
colesterol, além de normalizar as concentracdes 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 reducéo do TG

e VLDL-colesterol devido ao aumento no metabolismo energético hepatico destes animais.

66




VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

*International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for manuscripts
submitted journal. N Engl J Med. 1997;336:309-315.

Addolorato G, Capristo E, Greco AV, Stefanini GF, Gasbarrini G. Influence of chronic
alcohol abuse on body weight and energy metabolism: is excess ethanol consumption
a risk factor for obesity or malnutrition? Jounal of Int Med. 1998; 244: 387-395.

Aebi H. Methods of enzymatic analysis. 2" ed. (New York): Bergmeyer H. V. Editor
Verloy Chemia Weinheim 1974; v. 1, 2,3 e 4.

Albano E, Lott KA K Slater TF, Stier AS, Symons MCR, Tomasi A. Spin trapping studies
on the free-radical products formed by metabolic activation of carbon tetrachloride in
rat liver microssomal fractions isolated hepatocytes and in vivo in the rat. Biochem J
1982; 204: 593-603..

Altamare E, Vendemiale G, Alano O. Hepatic glutathione content in patients with
alcoholic and nonalcoholic liver diseases. Life Sci 1988; 43: 991-998.

Arichi H, Kimura Y, Okuda H, Baba K, Kozawa M, Arichi S. Effects of stilbene of the
roots f Polygnum cuspidatum Sieb et Zucc. on lipid metabolism. Chem. Pharm.1982;
30: 1766-1770.

Atwater WO, Benedict FG. Na experimental inquiry regarding the nutritive value of
alcohol. Mem Natl Acad. 1902; 8: 235-295.

Astrup A, Buemann B, Toubro , Raben A. Defects in substrate oxidation involved in the
predisposition to obesity. Proceedings of the Nutrition Society 1996; 55: 817-828.

Astrup A, Gotzche PC, Van de Werken K. Meta-analysis of resting metabolic rate in
formely obese subjects. Am J Clin Nutr 1999; 69: 1117-1122.

Barger JL, Walford RL, Weihahuch R. The retardation of aging by caloric restrictions:its
significance in the transgenic era. Exp. Gerontol. 2003; 38: 1343-1351.

Barter PJ, Rye KA. High density lipoproteins and coronary heart disease. Atherosclerosis.
1996; 121(1): 1-12.

Baraona E, Lieber CS. Effects of chronic etanol feeding on serum lipoprotein metabolism
in the rat. J Clin Invest.1970; 49: 769-778.

Bass A, Brdiczka D, Eyer P, Hofer S, Pette, D. Metabolic differentiation of distinct muscle
at the level of enzymatic organization. Eur. J. Biochem. 1969; 10: 198-206.

67




Baur JA, Pearson KJ, Price NL, Jamieson HA, Lerin C, Kalra A, Prabhu VV, Allard JS,
Lopez-Lluch G, Lewis K, Pistel PJ, Poosala S, Becker KG, Boss O, Gwinn D, Wang
M, Ramaswamy S, Fishbein KW, Spencer RG, Lakatta EG, Couteur D, Shaw RJ,
Navas P, Puigserver P, Ingram DK, Cabo R, Sinclair DA. Resveratrol improves
health and survival of mice on high — calorie diet. Nature 2006; 444: 337-342.

Belguendouz L, Frémont L, Gozzelino M. Interaction of transresveratrol with plasma
lipoproteins. Biochem. Pharmacol.1998; 55: 811-816.

Bell RA, Mayer-David MA, D Agostino R, Haffner SM. Associations between alcohol
consumption and insulin sensitivity and cardiovascular disease risk factors: the
insulin resistance and atherosclerosis study. Diabetes Care. 2000; 23: 1630-1636.

Benzie IFF. Evolution of dietary antioxidants. Comp. Biochem. Phisiol. 2003; 136: 113-26.

Bray GA. Oxygen consumption of genetically obese rats. Experientia. 1969;23:1100-1101.

Bloomgarden ZT. Obesity, hypertension, and insulin resistance. Diabetes Care 2002; 25:
2088-2097.

Buemann B, Astrup A. How does the body deal with energy from alcohol? Nutrition 2001;
17: 638-641.

Busseroles J, Zimowska W, Rock E, Rayssiguier Y, Mazur A. Rats fed sucrose diet have
altered heart antioxidant enzyme activity and gene expression. Life Sciences 2002;
71: 1303-1312.

Busseroles J, Rock Edmond, Gueux E, Mazur A, Grolier P, Rayssiguier Y. Short-term
consumption of a high sucrose diet has a pro-oxidant effect in rats. British J of Nutr.
2002; 87: 337-342.

Cai Y, Fang J, Ma L, Yang L, Liu Z. Inhibition of free radical-induced peroxidation of rat
liver microssomes by resveratrol and its analogues. Biochimica et Biophysica Acta
2003; 1637: 31-38.

Carpenter TM. The metabolism of alcohol: A review.Q J Stud Alcohol. 1940; 1: 201-226.

Chen YD, Coulston AM , Zhou MY, Hollenbeck CB, Reaven GM. Why do low —fat high-
carbohydrate diets accentuate postprandrial lipemia in patients with NIDDM?
Diabetes Care. 1995; 18: 10-16.

Commerford SR, Pagliassotti MJ, Melby CL, Wei Y, Gayles EC, Hill JO. Fat oxidation,
lipolysis, and free fatty acid cycling in obesity-prone and obesity-resistant rats. Am J
Physiol Endocrinol Metab 2000; 279: 875-885.

68




Cunningham CC, Coleman Wb, Spach PI. The effects of chronic ethanol consumption on
hepatic mitochondrial energy metabolism. Alcohol and Alcoholism. 1996; 25 (3):
127-136.

Curi PR. Metodologia e analises da pesquisa em ciéncias biologicas 1997; Botucatu:
Tipomic Editora, p. 263.

Day CP. Pathogenesis of steatohepatitis. Best practice and research. Clin Gastroenterol.
2002; 16 (5): 663-678.

Delzenne NM, Hernaux NA, Taper HS. A new model of acute liver steatosis in rats by
fasting followed by refeeding a high carbohydrate-fat free diet. Biochemical and
morphological analysis. J. of hepatogy. 1997; 26: 880-885.

Diniz YS, Cicogna AC, Santana LS, Faine LA, Novelli ELB. Diets rich in satured and
polyunsaturated fatty acids: Metabolic shifting and cardiac health. Nutrition. 2004;
20: 230.

De Knegt RJ.Non- alcoholic steatohepatitis: clinical significance and pathogenesis. Scand J
Gastroenterol. 2001; 234: 88-92.

Dillard C G, German J B. Phytochemicals: nutraceuticals and human health. J. of the Sci.
of Food and Agr. 2000; 80: 1744-1756.

Djousse L, Arnett DK, Eckfeldt JH, Province MA, Singer MR, Ellison RC. Alcohol
consumption and metabolic syndrome; does the type of beverage matter? Obes Res.
2004; 12: 1375-1385.

Donnely LE, Newton R, Kennedy GE, Fenwick PS, Leung RH, Ito K, Russell RE, Barnes
PJ. Anti-inflammatory effects of resveratrol in lung epithelial cells: molecular
mechamisms. American J of Physiol Lung Cellular and Molec Physiol 2004; 287:
774-783.

Dong Z. Molecular mechanism of the chemopreventive effect of resveratrol. Mutation
Research. 2003; 523-524: 145-150.

Ebaid GMX, Faine LA, Diniz YS, Rodrigues HG, Galhardi CM, Ribas BO, Fernandes
AAH, Novelli ELB. Effects of digitonin on hyperglycaemia and dyslipidemia
induced by high-sucrose intake. Food and Chem. Toxicol. 2005; 30: 1-7.

Ewing JF, Janero DR. Microplate superoxide dismutase assay employing a
nonenzymatic superoxide generation. Analytical Chemistry. 1995; 232:.243-
248.

Falck-Ytter Y, McCullough AJ. Nutrition effects of alcoholism. Current Gasstroenterology
Reports 2000; 2: 331-336.

69




Ferrari C, Ceconi C, Curello S. Intracelular effects of myocardial ischaemic and
reperfusion: role of calcium and oxygen. Eur Heart J 1998; 7: 3-12.
Ferreira MP, Willoughby D. Alcohol consumption: the good, the bad and the indifferent.
Appl Physiol Nutr Metab. 2008; 33: 12-20.

Floreani M, Napoli E, Quintieri L, Palatini P. Oral administration of trans resveratrol to
guinea pigs increases cardiac DT-diaphorase and catalase activities, and protects
isolated atria from menadione toxicity. Life Sci. 2003; 72: 2741-50.

Frankel EN, Waterhouse AL, Kinsella JE. Inhibition of human LDL oxidation by
resveratrol. Lancet. 1993; 341: 1103-1104.

Frémont L. Biological effects of resveratrol. Life Sci. 1999; 66: 663-673.

Fridovich L. Superoxide dismutases. An Rev Biochem 1975; 44: 147-159.

Fridovish I. Superoxide dismutases an adaptation to paramagnetic gas. J Biol Chem 1989;
264: 7761-7764.

Fromenty B, Passayre D. Inhibition of mitochondrial beta-oxidation as a mechanism of
hepatotoxicity. Pharmacology and Therapeutics 1995; 67 (1): 101-154.

Furukawa S, fujita T, Shimabukuro M, Iwaki M, Yamada Y, Nakajima Y, Nakayama O,
Makishima M, Matsuda M, Shimomura L. Increased oxidative stress in obesity and
its impact on metabolic syndrome. The J of Clin Invest. 2004; 114 (12): 1752-1761.

Gambelli L, Santaroni GP. Polyphenols content in some Italian red wines of different
geographical origens. J of Food Composition and Analysis. 2004; 17 (5): 613-618.

Gasbarrini A, Addolorato G, Simoncini M, Gasbarrini G, Fantozzi P, Mancini F,
Montanari L, Nardini M, Ghiselli A, Scaccini C. Beer affects oxidative stress due
ethanol in rats. Digestive Diseases and Sci 1998; 43(6): 1332-1338.

Glinsman WH, Irausquin H, Park YK. Evaluation of health aspects of sugars contained in
carbohydrate sweeteners. J Nutr. 1986; 116: S1-S216.

Guengerich FP, Shimada T. Activation of procarcinogens by human cytochromes P450
enzymes. Mutat Res 1998; 400: 201-213.

Habold C, Chevallier C, Dunel-Erb S, Jourdainne C, Maho YL, Lignot JH. Effects of
fasting and refeeding on jejunal morphology and cellular activity in rats in relation to
depletion of body stores. Scand J. Gastroenterol. 2004; 39: 531-539.

Hirsch S, De La Maza P, Petermann M, Bunout D. Lipid turnover in alcoholics before and
after an ethanol load. Nutrition. 1998; 14: 437.

70




Hou X, Xu S, Maitland-Toolan M, Sato K, Jiang B, Ido Y, Lan F, Walsh K, Wierzbicki M,
Verbeuren TJ, Cohen RA, Zang M. SIRT 1 regulates hepatocyte lipid metabolism
through activing AMP-actived protein kinase. The American Society for
Biochemistry and Molecular Biology, inc. 2008, 1-20.

Hung L, Chen J, Huang S, Lee R, Su M. Cardioprotective effect of resveratrol, a natural
antioxidant derived from grapes. Cardio. Research. 2000; 47: 549-555.

Husain K, Scott BR, Somani SM. Chronic ethanol and nicotine interation on rats tissue
antioxidant defense system. Alcohol 2001; 25(2): 89-97.

Iritani NN, Katsurada N, Fukuda A. Regulation of hepatic lipogenic enzyme gene
expression by diet quantity in rats fed a fat-free, high carbohydrate diet. J Nutr 1992;
122: 28-36.

Ivanov MA, Heuillet E, Vintezou P, Meleion C, Cordier A. Primary culture of hepatocyteS
in the investigation of drug-induced SteatoSiS. In vitro methods in toxicology.
London: Academic Press 1992: 165-187.

Ji LL. Exercise-induced modulation of antioxidant defense. Ann. NY Acad. Sci. 2002;
059: 82-92.

Jiang ZY, Woollard AC, Wolf S. Lipid hydroperoxide measurement by oxidation of Fe*?
in the presence of xylenol orange. Comparison with TBA assay and on iodometric
method . Lipids. 1991; 26: 853-856.

Johnstone AM, Murison SD, Duncan JS, Rance KA, Speakman JR. Factors influencing
variation in basal metabolic rate include fat-free mass, fat mass, age, and circulating
thyroxine but not sex, circulating leptin, or triiodothyronine. Am J Clin Nutr 2005;
82: 941-948.

Jones DP, Perman ES, Lieber CS. Free fatty acid turnover and triglyceride metabolism
after ethanol ingestion in man. J Lab Clin Med. 1965; 66: p.804.

Juan ME, Buenafuente J, Casals I, Planas JM. Plasmatic levels of trans-resveratrol in rats.
Food Res. Int. 2002; 35: 195-199.

Kato S, Kawase T, Alderman J, Inatomi N, Lieber CS. Role of xanthine oxidase in ethanol-

induced lipoperoxidation in rats. Gatroenterology. 1990; 98: 203-210.

Koppes LL, Dekeker JM, Hendriks HF, Bouter LM, Heine RJ. Moderate alcohol
consumption lowers the risk of type 2 diabetes: a meta- analysis of prospective
observational studies. Diabetes Care. 2005; 28: 719-725.

71




Korolkiewicz RP, Ujda M, Dabkowski J, Ruczynsk J, Rekowski P, Petrusewicz J.
Differential salutary effects of nonselective and selective COX-2inhibitors in
postoperative ileus in rats. J Surg Res 2003; 109: 161-169.

Koteish A, Dienl AM. Animal models of steatosis. Semin. in Liver Dis. 2001; 21(1): 89-104.

Kurose I, Higuchi H, Kato S, Miura S, Ishii H. Ethanol- induced oxidative stress in liver.
Alcoholism Clin and Experimental Research 1996; 20 (1): 77-85.

Labayen I, Forga L, Martinez JA. Nutrient oxidation and metabolic rate as affected by
meals containing different proportions of carbohydrate and fat, in healthy young
women. Eur J Nutr 1999; 38: 158-66.

Laden BP, Porter TD. Resveratrol inhibits human squalene monooxygenase. Nutrition
Research 2001; 21: 747-753.
Lands WEM. Alcohol and energy intake. Am J Clin Nutr 1995; 62: 1101-1106.

Laube H, Klor HU, Fussganger R, Pfeiffer EF. The effect of starch, sucrose, glucose, and
fructose on lipid metabolism in rats. Nutr Metabol 1973; 15: 273.

Lazarova M, Stejskal D, Lacnék B, Véclavik J, Ochmanova R, Hanak V, Skacelova M.
The antioxidant acetylcysteine reduces oxidative by decreasing level of AOPPS.
Biomed. Papers. 2004; 148: 131-133.

Leonard S S, Xia C, Jiang B, Stinefelt B, Klandorf H, Harris G K, Shi X. Resveratrol
scavenges reactive oxygen species and effects radical-induced cellular responses.
Biochem. and Bioph. Res. Communication. 2003; 309: 1017-1026.

Levine J A, Harris MM, Morgan MV. Energy expenditure in chronic alcohol abuse. Eu J
Clin Invest 2000; 30: 779-786.

Li Y, Cao Z, Zhu H. Upregulation of endogenous antioxidants and phase 2 enzymes by
the red wine polyphenol, resveratrol in cultured aortic smooth muscle cells leads to
cytoprotection against oxidative and electrophilic stress. Pharmacol. Res 2006; 53:
6-15.

Lieber CS, Lefevre A, Spritz N, Feinman L, De Carli LM. Difference in hepatic
metabolism of long and medium chain fatty acids: the role of fatty acids chain length
in the production of the alcoholic fatty liver. J Clin Invest 1967; 46 (9): 1451-1460.

Lieber C S. Effects of ethanol upon lipid metabolism. Lipids 1973; 9 (3): 103-116.

72




Lieber C S. Biochemical and molecular basis of alcohol induced injury to liver and other
tissues. N Engl J Med 1988; 319: 1639-1650.

Lieber CS. Medical and nutritional complication of alcoholism: Mechanisms and
management. Plenum Press. 1992; 22-25.

Lieber CS, Abittan CS. Pharmacology and metabolism of alcohol, including its metabolic
effects and interactions with other drugs. Clin in Dermatology 1999; 17: 365-379.

Lieber CS. Alcohol and the liver: metabolism of alcohol and its role in hepatic and
extrahepatic diseases. The Mount Sinai J Med 2000; 67:84- 94.

Lieber CS. Relationships between nutrition, alcohol use, and liver disease. Alcohol
Research & Health 2003; 27: 220-231.

Lin K, Chen Y, Shih C, Pan J, Chan W, Chiang A. Contribution of HDL-apolipoproteins
to the inhibition of low density lipoprotein oxidation and lipid accumulation in
macrophages. J. Of Cell. Biochem. 2002; 86 (2): 258-267.

Logouge M, Argmann C, Gerhart-Hines Z, Meziane H, Lerin C, Daussin F, Messadeq N,
Milne J, Lambert P, Elliott P. Resveratrol improves mitochondrial function and
protects against metabolic disease by activating SIRT 1 and PGC-1ew. Cell 2006;
127:1109-1122.

Lowry OH, Rosembrough NL, Farr AL. Protein measurement with the folin-phenol
reagent. J Biol Chem 1951;193: 265-275.

Martinez J, Moreno J. Effect of resveratrol, a natural polyphenolic compound, on reactive
oxygen species and prostaglandin production. Biochemical Pharmacology. 2000; 59:
865-870.

Mattes R. Fluid calories and energy balance: The good, the bad, and the uncertain. Physiol
Behavior 2006; 89: 66-70.

McPherson K. Moderate alcohol consumption and cancer. Ann Epidemiol. 2007; 17- S46-
S48.

Mehmetcik G, Toker G, Uysal M. Endogenous and copper-induced lipid hydroperoxidation
and antioxidant activity of serum in hypercholesterolemic subjects. Horm Metab Res.
1997; 29:63-65.

Meng Y, Ma Q, Kou X, XuJ. Effect of resveratrol on activation of nuclear factor kappa-B and
inflammatory factors in rat model of acute pancreatitis. World J. Gastroeterol. 2005; 11 (4):
525-528.

Mezey E. Intestinal function in chronic alcoholism. Ann NY Acad Sci 1975; 252: 215-227.

73




Miura D, Miura Y, Yagasaki K. Hypolipidemic action of dietary resveratrol, a phytoalexin
in grapes and red wine, in hepatoma-bearing rats. Life Sci. 2003; 73: 1393-1400.

Moura RA. Técnicas de laboratério 1982, Sdo Paulo: Atheneu Editora, 822p.

Naismith DJ, Stock AL, Yudkin J. Effect of changes in the proportions of the dietary
carbohydrates and in energy intake on the plasma lipid concentrations in healthy
yong men. Nutr Metabol 1974; 16: 295.

Nakamura W, Hojoda S, Hayashi K. Purification and properties of rat liver glutathione
peroxidase. Biochem. Biophp. Acta. 1974; 358: 251-261.

Navasumrit P, Ward TH, Dodd NJF, O Conner PJ. Ethanol-induced free radicals and
hepatic DNA strand breaks are prevented in vivo by antioxidants: effects of acute

and chronic ethanol exposure. Carcinogenesis. 2000; 21: 93-99.

Navder KP, Baruona E, Leo MA, Lieber CS. Oxidation of LDL in baboons is increased by
alcohol and attenuated by polyenylphosphatidilcholine. J Lipid Res. 1999; 40: 983-
987.

Negrete JC. El alcohol y las drogas como problemas de salud en America Latina. Bol of
Sanit Panam. 1976; 81: 158-75.

Nestel PJ, Carrol KF, Havenstein N. Plasma triglyceride response to carbohydrates, fats,
and calorie intake. Metabolism 1970; 19: 1.

Nishiyama Y, Ikeda H, Haramaki N, Yoshida N, Imaizumi T. Oxidative stress is related to
exercise intolerance in patients with heart failure. Am. Heart J. 1998; 135: 115-120.

Novelli ELB, Rodrigues NL, Ribas B, Novelli Filho JLVB. Toxicity of chronic ethanol
ingestion and superoxide radical formation on seminal vesicles of rats. Food Chem
Toxicol 1996; 34: 1003-1007.

Novelli ELB, Rodrigues NL, Santos CX, Martinez FE, Novelli Filho JLVB. Toxic effects
of alcohol intake on prostate of rats. Prostate , v.31,p.37-41, 1997.

Novelli E L B, Fernandes A A H, Campos K E, Diniz Y S, Almeida J A, Faine L A,
Ribas B O. The adverse effect of a high energy dense diet on cardiac tissue. J. of
Nutr. & Envir. Med. 2002; 12 (4): 287-294.

Novelli ELB. Nutricdo e vida saudavel. Estresse Oxidativo e metabolismo energético.
Tecmedd Editora, S&o Paulo, 2005.

Novelli ELB, Santos PP, Assalin HB, Souza G, Rocha K, Ebaid EX, Seiva FRF, Mani F,

Fernandes AH. N-acetylcysteine in high sucrose diet-induced obesity: energy

74




expenditure and metabolic shifting for cardiac health. Pharmacology Research 2008;
1-18.

Ozaras R, Tahan V, Aydin S, Uzum H, Kaya S, Senturk H. N-acetylcysteine attenuates
alcohol- induced oxidative stress in the rat. Word J Gastroenterol. 2003; 9 (1): 125-
128.

Petermann M, Gonzalez C, Hirsh S, Maza MP, Bonout D. Leucine and glucose turnover in
chronic alcoholics during early abstinence and after an ethanol load. Alcohol Clin
Exp Res 1993; 17: 1925.

Pirola, Lieber CS. Energy wastage in alcoholism and drug abuse: Possible role of hepatic
microsomal enzymes. Am J Clin Nutr. 1976;

Poli G. Pathogenesis of liver fibrosis: role of oxidative stress. Mol. Aspects of Med. 2000;
21: 49-98.

Preedy VR, Reilly ME, Patel VB, Richardson PJ, Peters TJ. Protein metabolism in
alcoholism: effects on specific tissues and the whole body. Nutrition 1999; 15: 604-
608.

Prentice AM. Alcohol and obesity. Int J Obesity. 1995; 19: 44-50.

Puddey IB, Croft KD. Alcohol, stroke and coronary heart disease. Neuroepidemiology.
1999; 18: 292-302.

Ravussin E, Bogardus C. Relationship of genetic age, and physical fitness to daily energy
expenditure. Am J Clin Nutr. 1989; 49 (%): 968-975.

Reinke LA, Lai EK, DuBose CM, McCay PB. Reactive free radical generation in vitro in
heart and liver ethanol-fed rats: correlation with radical formation in vitro. Proced
Nation Acad Sci 1987; 84: 9223-9227.

Reiser , Michaelis O, Putney J, Hallfrish J. Effect of sucrose feeding on the intestinal
transport of sugar in two strains of rats. J Nutr 1975; 105: 894.

Rocha KKHR, Souza GA, Ebaid GMX, Seiva FRF, cataneo AC, Novelli ELB. Resveratrol
toxicity: effects on risk factors for atherosclerosis and hepatic oxidative stress in
standard and high-fat diets. Food Chem Toxicol. 2009; 47:1362-1367.

Rodrigo C, Antezana C, Baruona E. Fat and nitrogen balances with alcohol induced fatty
liver. J Nutr 1971; 101: 1307.

Rouach H, Fataccioli V, Gentil M, French SW, Morimoto M, Nordmann R. Effect of
chronic ethanol feeding on lipid peroxidation and protein oxidation in relation to
liver pathology. Hepatology 1997; 25 (2): 351-355.

75




Sanchez-Moreno C, Larrauri JA, Saura-Calixto F. Free radical scavenging capacity and
inhibition of lipid oxidation of wines, grapes juices and related polyphenolic
constituents. Food Research Inter 1999; 32: 407-412.

Seis H. Strattegies of antioxidant defenses. Eur J Biochem 1993; 215: 213-219.

Seiva FRF, Amauchi JF, Rocha KKHR, Souza GA, Ebaid GMX, Burneiko RM, Novelli
ELB. Effects of N-acetylcysteine on alcohol abstinence and alcohol-induced adverse
effects in rats. Alcohol. 2009; 43 (2): 127-135.

Sligte K, Bourass |, Driessen A, Stockbrugger RW, Koek GH. Non-alcoholic
steatohepatitis: review of a growing medical problem. European J. of Internal
Medicine. 2004; 15: 10-21.

Smith BK, Kelly LA, Pina R, York DA, Bray G. Preferential fat intake increases adiposity
but not body weight in sprague-dawley rats. Appetite. 1998; 31: 127-139.

Sohal RS, Weindruch R. Oxidative stress, caloric restriction and aging. Sci. 1996; 273:
59-63.

Song G, Cederbaum Al. Ethanol-inducible cytochrome P450 (CYP4502E1): biochemistry,
molecular biology and clinical relevance. Alcohol Clin Exp Res. 1996; 20: 138A-
146A.

Soria A, D’ Alessandro ME, Lombardo YB. Duration of feeding on a sucrose-rich diet
determines metabolic and morphological changes in rat adipocytes. J. Appl. Physiol.
2001; 91: 2109-2116.

Strohl KP, Thomas AJ, Jean P. Ventilation and metabolism among rats strains. J Appl
Physiol 1997; 62: 317-323.

Suter PM, Jéquier E, Schutz Y. Effect of ethanol on energy expenditure. Am J Physiol
1994; 266:1204-1212.

Tol A, Gaag MS, Scheek LM, Gent T, Hendriks HFJ. Changes in postprandial
lipoproteins of low and high density caused by moderate alcohol consumption with
dinner. Atherosclerosis 1998; 141: 101-103.

Tomera JF. Current knowledge of the health benefits and disadvantages of wine
consumption. Food Science & technology. 1999; 10: 129-138.

Valenzuela A, Fernandez N, Fernandez B, Ugarte G, Videla LA. Effect of acute ethanol
ingestion on lipid peroxidation and the activity of the enzymes related to peroxide
metabolism in rat liver. FEBS Letters 1980; 111: 11.

76




Vrana A, Fabry P. Metabolic effects of high sucrose or frutose intake. World Rev Nutr
Diet 1983; 42: 56-101.

Wang Z, Zou J, Cao K, Hsieh T, Huang Y, Wu J. Dealcoholized red wine containg know
amounts of resveratrol suppesses atherosclerosis in hypercholesterolemic rabbits
without affecting plasma lipid levels. Int. J. of Molecular Méd. 2005;16: 533-540.

Zern TL, West KL, Fernandes ML. Grape polyphenols decrease plasma triglycerides and
cholesterol accumulation in the aorta of ovariectomized guinea pigs. J. Nutr. 2003;
133: 2268-2272.

Zima T, Fialova L, Mestek O, Janebova M, Crkovskéa J, Malbohan I, Stipek S, Mikulikova
L, Popov P. Oxidative stress, metabolism of ethanol and alcohol-related diseases. J
Biomed Sci. 2001; 8: 59-70.

77




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, oxidacdo 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 superédxido dismutase

» Reduziu a concentracdo de proteinas hepéticas, sem alterar o0 metabolismo energético
hepéticos dos animais suplementados com esta substancia.

Etanol com resveratrol

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

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

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

neste grupo.

Etanol associado a sacarose

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

» Reduziu a oxidacao lipidica, triacilglicerol e VLDL-colesterol em relacdo aos animais
suplementados apenas com etanol;

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

Etanol com sacarose e resveratrol

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

» Reduziu a concentracédo de triacilglicerol e VLDL-colesterol, além de reduzir também
0 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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