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RESUMO

O consumo croénico de etanol é associado a varios problemas hepéticos, a insensibilidade a
insulina, desregulacdo do metabolismo da glicose e lipideos e estresse oxidativo. No entanto,
estudos mostram que alteragcbes no metabolismo e a ocorréncia de outros eventos dependem
do padrdo de consumo. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo desenvolver e
caracterizar um modelo murino para o etilismo e avaliar o efeito concomitante da apocinina
durante o consumo de etanol. Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, divididos em
quatro grupos experimentais randomizados e mantidos em gaiolas coletivas, de acordo com a
dieta liquida: grupo controle (CT; n=07) — agua mineral; grupo isocalérico (ISO; n=07) —
solugéo de 290,5 g/L de sacarose; grupo etanol (EtOH; n=7-9) — solucéo etanol a 20% v/v em
dosagem gradual, iniciando com 5% v/v na primeira semana, 10% v/v na segunda semana e
20% v/v na terceira semana e grupo etanol mais apocinina (EtOHapo; n=7-9) — similar ao
grupo EtOH, este recebeu uma solucdo a 20% de etanol mais a dose de 50 mg/Kg de
apocinina. Foram realizados o acompanhamento do peso corporal, o consumo liquido e de
racdo, pressao arterial sistolica por plestimografia de cauda (PAS), teste de tolerancia a
glicose e de sensibilidade a insulina, perfil lipidico. No figado, avaliou-se o perfil lipidico,
peroxidacdo lipidica, a atividade enzimatica da superdxido dismutase (SOD) e da catalase
(CAT) e estudo histopatoldgico. Os dados mostraram que o EtOHapo exibiu menor de peso
corporal ao final do tratamento etandlico, apesar da maior quantidade de calorias fornecidas
na dieta liquida. O perfil biométrico apresentou padrdo de normalidade para os grupos ap6s 14
semanas. Contudo, a adiposidade foi menor nos grupos tratados com etanol e etanol mais
apocinina. O etanol induziu maior sensibilidade & insulina e apocinina ampliou
significativamente esta resposta. A PAS nao foi alterada durante o tratamento etilico durante
as 12 primeiras semanas de tratamento. Os niveis de lipideos e de triglicerideos no figado
apresentaram-se elevado nos grupos tratados com sacarose e etanol, porém eles ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si. Para o balango redox hepatico,
houve reducdo da peroxidacdo lipidica nos camundongos tratados apenas com etanol e etanol
mais apocinina quando comparados com os controles. A CAT e a SOD ndo apresentaram
alteracdes de atividade estatisticamente significante entre os grupos ao fim das 14 semanas de
tratamento. Os achados histoldgicos revelaram mudancas significativas no tecido hepéatico nos
camundongos tratados com etanol ou etanol mais apocinina. O EtOH desenvolveu esteatose
microvesicular, porém a adicdo da apocinina inibiu este processo. Houve uma reducdo da
atividade da AST e AST/ALT nos animais que receberam etanol na dieta. Em concluséo, o
tratamento etilico leve por 14 semanas melhorou a sensibilidade a insulina e reduziu o ganho
de peso corporal. Apesar da cronicidade, o consumo moderado de &lcool ndo promoveu
estresse oxidativo tecidual hepatico em camundongos C57BL/6 machos, reduzindo a
peroxidacdo lipidica e inalterando a atividade das enzimas SOD e CAT. O tratamento
alcoolico apenas induziu uma esteatose microvesicular e o tratamento com apocinina
diminuiu este processo.

Palavras-Chave: Consumo crénico de alcool. C57BL/6. Apocinina. Sensibilidade a insulina.
Esteatose hepatica. Balango REDOX.



ABSTRACT

The chronic consumption of alcohol is associated with several hepatic disorders, the
developments of insulin resistance, disrupts glucose and lipid homeostasis and oxidative
stress. Moreover, the researches display that change in the metabolism and the others events
depend of the pattern of drinking. In this study, the objective was to develop and to
characterize a murine model for ethanol feeding and assessment of the apocynin effects
during the ethanol consumption. C57BL/6 male mice, aged 3-5 months, weighting 22,7 + 0,46
g, were divided in four experimental and randomized groups were kept in collective and given
a liquid diet as follows: control group (CT; n=07) — mineral water; isocaldrico group (ISO;
n=07) — solution 290,5 g/L of sucrose; ethanol group (EtOH; n=07 to 09) — ethanol solution
20% v/v in a gradual dosage starting with 5% v/v in first week and 10% v/v in the second and
20% in the third week and ethanol plus apocynin group (EtOHapo; n=07 to 09) — likewise the
EtOH group, this group received an ethanol solution 20% v/v in a gradual dosage plus
apocynin 50 mg/Kg. Mice body weight, the food and liquid intake, systolic blood pressure by
pletismography, the glucose tolerance test (TTG) and insulin tolerance test (TTI), profile lipid
and lipid peroxidation in the serum and the antioxidant activity enzyme catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), histological and diagnostic categorization studies were verified
throughout the experimental period. The dates showed that the EtOHapo group showed less
gain of body weight at the end of treatment, in spite of the great calories supplied on liquid
diet. The biometric profile showed similar for the groups, but the adipose deposition was
lesser in the group treated with ethanol plus apocynin (EtOHapo). The ethanol induced major
insulin sensitivity and the apocynin improved this outcome. Blood pressure was not shown to
be altered by the liquid diet consumption. The lipid and triglycerides levels in the liver were
elevated in treated groups with sucrose and ethanol, but did not have difference statistical
significant between then. On the redox balance in the liver, there were reduction of lipid
peroxidation (MDA levels) in the mouse treated with alcohol alone (EtOH) and alcohol plus
apocynin (EtOHapo) when they are compare with the controls groups. The CAT and SOD did
not showed statistical difference among the groups at the end of 14 weeks of treatment. The
histological findings did not revealed significant changes in the hepatic tissue in the mouse
treated with ethanol or ethanol plus apocynin. The EtOH group developed microvesicular
steatosis, but the apocynin inhibited this process. The serum level of ALT and AST/ALT rate
had their activities reduced. In conclusion, the mild alcoholic treatment of 14 weeks improved
the sensibility insulin, with reduced of body weight gain. The rather of the chronic, but
moderate consumption of alcohol did not promoted oxidative stress in the liver of male mice
C57BL/6, however decreased of lipid peroxidation and not changed the antioxidant enzymes
activity (SOD e CAT). The alcoholic treatment only induced the microvesicular steatosis, but
the treatment with apocynin averted the steatosis.

Keywords : Chronic alcohol consumption. C57BL/6. Apocynin. Sensitivity insulin. Hepatic
steatosis. Redox balance.



RESUME

Le consommation chronique d’éthanol est associée a plusieurs maladies du foie, au
développment de I’insulino-résistence, a la dysrégulation du métabolisme du glucose des
lipides et du stress oxydant. Cependant, les recherches montrent que le changement du
métabolisme et d’autres situations sont liées au niveau de la consommation. Ce travail se
donne pour objectif de développer et caractériser un modéle murine pour I’étilisme et
d’évaluer les effets de 1’apocynine pendant la consammation d’éthanol. Pour cela, nous avons
utilsée des souris C57BL/6 méles, ages de 3-5 mois avec 22,7 + 0,46 g. lls ont été partagés en
quatre groupes expérimenteaux randomisés et gardes dans des cages collectives, selon le
régime liquide: groupe de contréle (CT; n=7) — de I’eau minérale; groupe de isocalorique
(ISO; n=7) — de la solution de 290,5 g/L de saccharose; groupe d’éthanol (EtOH; n=7-9) —
solution d’éthanol a 20% a la dose progressivement, Il été commencée avec 5% v/v dans la
premiére semaine, 10% v/v dans la deuxieme semaine et 20% v/v dans la troisieme semaine et
le groupe éthanol plus apocynine (EtOHapo; n=7-9) — similaire au groupe EtOH, ce groupe a
regue une solution de I’éthanol plus 1’apocynine plus le dosage de 50 mg/kg. Pendant le
travail de recherche, nous avons suivi le poid corporale et la consommation des liquids et de
ration, de la pression artérielle systolique par pléthysmographie queue, du teste de tolérance
évalue le profil lipidique, peroxydation lipidique, I"activité enzymatique de la superoxyde
dismutase (SOD) et la catalase (CAT) et I’étude histopathologique. Les donnés montrent que
le groupe EtOHapo a présenté une différence importante par rapport au poids corporel a la fin
du traitement a base d’éthanol, en dépit d’une plus grande quantité de calories fournies par le
régime liquide. Le profil biométriqgue montre le schéma normal pour les groupes aprés 14
semaines, toutefois I’adiposité a éte plus petites dans les groupes qui ont regue 1’éthanol et
I’éthanol plus apocynine. L’éthanol induit & une plus grande sensibilité et 1’apocynine a
augmenté cette réponse. La pression arterielle systolique n’a été pas modifiée au cours des 12
premicres semaines du traitement d’alcoolisme. Les taux des lipides et des tryglicérides dans
le foie étaient élevés dans le group traités a base de saccharose et d’éthanol, mais ils n’ont
présenté aucune difference statistiguement importante entre eux. Pour 1’équilibre redox
hépatique, la peroxydation lipidique a été réduite chez les souris traitées avec de 1’éthanol et
de 1’¢thanol plus apocynine par rapport aux groupes controles. La CAT et la SOD n’ont
montré aucun changement d’activité statistiquement importante entre eux a la fin des 14
semaines de traitement. Les resultats histologiques ont révélé simple stéatose microvésiculaire
dans le groupe traités avec de 1'éthanol tandis que le groupe de 1’éthanol plus apocynine n’a
pas developpé stéatose. En guise de conclusion, le traitement alcoolique modéré pendant 14
semaines a amélioré la sensibilité a I’insuline et a réduit le gain de poid corporel, malgré de la
chronicité. La consommation modérée d’éthanol n’a pas favorisé le stress oxydatif du tissue
hepatique pour les souris C57BL/6 males, réduisant la peroxidation lipidique et immutable
I’activité des enzymes CAT et SOD. Le traitement alcoolique pendant 14 semaines induit la
stéatose microvésiculaire et 1‘apocynine réduit ce processus.

Mot-clés: Le consommation chronique d’alcool. C57BL/6. Apocynine. Sensibilité a [’insuline.
Stéatosis hépatique. Equilibre REDOX.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da historia, o habito do consumo de bebidas alcodlicas tem-se associado a
varios efeitos, tanto positivos quanto prejudiciais a saude. Varios estudos epidemioldgicos se
referem aos efeitos benéficos e prejudiciais do alcool ligados ao volume de consumo, ao estilo
de vida e a fatores dietéticos (Kloner & Reskalla, 2007). Além disso, muito se deduz a
respeito da possivel indicacdo de bebidas alcodlicas em dose leve a moderada para 0 consumo
rotineiro e inclusdo em dietas. No entanto, devido a respostas ainda controversas nestas
pesquisas sobre possiveis efeitos benéficos sobre a salde, ainda ndo é possivel a sua
recomendac&o para o uso habitual (Waki et al, 2005).

Para o consumo leve a moderado de bebidas alcodlicas, o alcool é descrito possuir
efeito protetor para o desenvolvimento da resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e eventos
cardiovasculares, enquanto 0 consumo macico e a abstinéncia total esta ligada ao aumento do
risco dessas doencas (Howard, Arnsten & Gourevitch, 2004; Carlsson et al, 2005; Koppes et
al, 2005). O risco esta associado a exposicdo exagerada de bebidas alcoodlicas, podendo
ocasionar uma resposta inversa e provocar a elevacdo da morbidade por complicacdes do
diabetes mellitus e desagravos cardiovasculares (Grgnbaek et al, 2004). O mecanismo exato
para explicar este fato ainda é desconhecido pelos pesquisadores. No entanto, 0 processo
parece envolver uma desregulacdo do metabolismo de carboidratos, levando ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina, caracterizada pela hiperglicemia de jejum e no
estado alimentado (Avogaro & Tiengo, 1993) e que, possivelmente, uma segunda via de
sinalizacdo da insulina, a Cbl/TC10 possa estar desregulada no tecido adiposo e ocasionar

esses eventos (Sebastian & Nagy, 2005).

O ultimo relatério publicado pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS), ainda com
dados obtidos a partir do Relatdrio de Situacdo Global sobre o Alcool (WHO Global Status
Report on Alcohol, 2004) e o do Sistema de Informacao Global sobre Alcool e Satde (WHO
Global Information System on Alcohol and Health) que realiza regularmente atualizacGes a
respeito do assunto, classifica o consumo de bebidas alcodlicas como a terceira causa de

morte entre as que poderiam ser evitaveis e de incapacitacéo.

A Classificagdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas Envolvendo a
Saude (CID-10) relaciona o uso do alcool entre as causas primarias de mais de 30 doencas e

mais outras 200, tém o alcool como um dos fatores de causa. Entre as doengas mais comuns



estdo as que envolvem eventos cardiacos, seguidas de neoplasias especificas, cirrose hepatica
e distarbios psiquiatricos. Anualmente, o &lcool provoca cerca de 2,5 milhdes de mortes,
principalmente entre homens jovens. Entretanto, em concomitancia, ocorre uma reducdo de
risco de mortes pelos diabetes mellitus (-8,3%) e doencas cardiovasculares (-91,7%) (WHO,
2011).

Um dos fatores que pode confundir a relacdo do consumo do alcool e a presenca de
resisténcia a insulina é a disfuncdo hepatica. Efeitos do consumo alcodlico regular,
observados na adiposidade visceral e durante a disfuncdo hepatica sdo comumente
confundidos durante o estado de obesidade (Wakabayashi, 2011). Dislipidemias, distarbios
cardiacos e aumento da obesidade visceral sdo comuns em ambas as situacdes. O figado,
como orgdo central na manutencao saudavel do organismo, € um dos primeiros sitios de acédo
direta do etanol através do seu metabolismo oxidativo. Para combater os efeitos deletérios da
producdo descompensada de espécies reativas de oxigénio (EROs), muitas substancias tém
sido testadas como inibidores da NADPH oxidase e farmacos que reduzam a resisténcia a

insulina.

Os indutores periféricos de sensibilidade para o receptor da insulina, como a
metformina e as glitazonas, apresentam sucesso neste tipo de tratamento em camundongos
(Bergheim et al, 2006), e especificamente a Pio e a Rosiglitazona, além de outros agonistas
desta classe que agem em receptores alfa ativado por proliferador de peroxissoma (PPARa)
mostram inibir o estado de inflamagao e diminuem niveis de TNFa, porém podem ocasionar
anormalidades mitocondriais (Hernandez et al, 2004; Iwata et al, 2001). Em contraste, 0s
antioxidantes sdo reconhecidos como substituintes eficazes. Exemplifica-se com a glutationa,
miméticos da superoxido dismutase, o tocoferol e a ubiquinona. Esses, por sua vez, tém sido
propostos para o tratamento de problemas hepaticos, pois, presumivelmente, atuam
diretamente na causa do problema, o estresse oxidativo. Contudo, provocam resultados ainda

duvidosos e muitas vezes, controversos (Sanyal et al, 2004; Covey et al, 2006).

O estudo com outras substancias farmacologicas eficazes para tratamento da origem
do estresse oxidativo, porém focado em estratégias de inibicdo enzimética, e que acentuem o
sistema enddgeno antioxidante tem se apresentado interessante para pesquisas em processos
oxidativos, apresentando resultados mais positivos do que a suplementacdo com antioxidantes
(Day, 2004). Modelos experimentais testados mostram ainda diminuir a peroxidacéo lipidica

com uso de suplementacbes com antioxidantes ou inibidores de geragdo de radicais livres,



reduzindo a presenca de necrose focal e inflamagao no figado, e em alguns casos, melhorando
a esteatose (Arteel, 2003; Nanji, 2004). No entanto, estas ndo demonstram reduzir a
hipertensdo e outros acidentes cardiovasculares em tratamento de longo periodo (Pechanovéa
& Simko, 2009). Neste cenario, ganham destaque os bloqueadores da producdo das EROs,
através da inibicdo enziméatica das maiores fontes de radicais livres, tais como o complexo
NADPH oxidase e a citocromo P450 2EL1.

A apocinina é uma substancia bem descrita na literatura, possui a capacidade de
inibir o complexo enzimatico NADPH, atuando de maneira eficaz na inibi¢cdo da maior fonte
de anion radical superdxido (O;) em celulas fagociticas e ndo-fagociticas, além de
apresentar-se como uma substancia com potencial antioxidante (Stefanska & Pawliczak,
2008). Seu uso terapéutico para o tratamento da inflamacdo crénica mostrou-se bastante
eficaz, igualando-se a eficacia do Ibuprofeno, um antiinflamatério nédo-esterdide, no
tratamento da artrite reumatoéide (Hougee et al, 2006). Outros trabalhos descrevem seu efeito
neuroprotetor em camundongos (Tang et al, 2008), eficacia no tratamento da asma e
inflamacdo (Doddo et al, 2004), na diminuicdo da aterosclerose e hipertensdo (Viel et al,
2008). No entanto, apdés uma ampla revisao literdria, observa-se que ndo héa registros de
estudos envolvendo uma possivel acdo da apocinina frente ao consumo crénico de etanol.
Desta forma, diante das premissas levantadas, pareceu relevante ao nosso grupo estudar um
possivel efeito da apocinina tanto como uma substancia antioxidante como inibidor do
complexo NADPHox em modelo in vivo, neste utilizando-se camundongos isogénicos

C57BL/6, frente ao efeito concomitante do uso cronico de etanol.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral: Desenvolver e caracterizar um modelo murino para o etilismo, avaliando

a funcdo cardiometabolica.
2.2. Objetivos especificos:

Desenvolver e caracterizar um modelo murino crénico para o etilico de 14 semanas,

avaliando concomitamente os efeitos da apocinina em camundongos C57BL/6;

. Avaliar a tolerancia a glicose e a sensibilidade a Insulina;
. Estudar o perfil lipidico sistémico e hepatico;

. Analisar a peroxidacao lipidica plasmatica e hepatica;

o Avaliar o estado Redox hepatico;

o Avaliar a funcdo e a morfologia hepatica.



3. REVISAO A LITERATURA
3.1. Epidemiologia

O abuso alcodlico e os problemas relacionados ao seu uso tém sido identificados
como um importante fator de risco para injurias e doencas crbénicas. Mundialmente, o
alcoolismo é reconhecido como um problema social e produz graves encargos a saude publica
e desordens provocadas pelo seu uso estdo entre as doengas mais debilitantes (Rehm et al,
2004).

As categorias de identificacdo de doencas e injurias causadas pelo alcool séo
definidas no espectro: desordens pelo uso do alcool, doenca hepética de origem alcodlica e
pancreatite de origem alcodlica, essas sao as doengas em que a causa primaria € de origem
estritamente derivada do consumo alcodlico. A contribuicdo do consumo alcodlico nas
doencas que ndo apresentam origem primaria no alcool sdo alguns tipos especificos de
neoplasias, complicagdes pré-natais, diabetes mellitus, transtorno unipolar (depressdo),
epilepsia, hipertensdo, acidente vascular hemorragico e isquémico e as injarias auto-infrigida,

intencionais e nao-intencionais etc (Rehm et al, 2009).

A cada ano, mundialmente, cerca de 02 bilhGes de pessoas consomem bebidas
alcodlicas, equivalendo aproximadamente 40% (2 a cada 5 pessoas) da populacdo global
acima de 15 anos. Estima-se também que 02 a 2,5 milhdes de pessoas morrem devido ao seu
consumo nocivo (1,2 mortes para cada 100.000 habitantes), e isso, equivale a 6% de todas as
causas de morte entre pessoas do sexo masculino e 1% para o sexo feminino (consumidores e
ndo-consumidores) e representando 3,2% de todas as mortes e por 4% dos anos de vida Gtil. O
custo global e anual do consumo nocivo varia entre 0,6 a 2,0% do Produto Interno Bruto
(PIB) mundial (US$ 210.000.000 a US$ 615.000.000). Esses custos apresentam distribuicdo

ndo-aleatéria e acompanha o consumo per capita (Figura 01) (WHO, 2011).

Existe uma grande variagdo no consumo mundial de bebidas alcoodlicas, a média
global gira em torno de 6,2 litros por pessoa adulta/ano de etanol puro. Os paises que
apresentam maior consumo sdo os paises do leste europeu (média de consumo de 11,9 L).
Quando se compara todas as regides do globo e a de menor consumo por pessoa adulta,
enquadra-se o Mediterraneo (média de consumo de 0,7 L) (WHO, 2011). Em todas as regides

do globo, o perfil de consumo entre os géneros, apresenta 0 sexo masculino como maior



consumidor de bebidas alcodlicas do que o sexo feminino, embora a razdo varie entre 0s
paises. No entanto, mulheres de paises desenvolvidos consomem mais do que mulheres de
paises em desenvolvimento. No mesmo relatorio publicado pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), apresenta que 3,8% de todas as mortes registradas foram atribuidas ao alcool,

no consumo identifica-se entre os géneros, padrdes diferenciados de consumo.

Figura 01 - Estimativa para o consumo de etanol puro per capita para a populacdo de cada pais,
com idade superior ou igual a 15 anos para dados registrados e ndo-registrados.
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Fonte: Sistema de Informacdo global para assuntos de alcool e Saude, OMS (WHO, 2011).

N&o existe um consenso internacional para a definicdo de padrdo para consumo de
bebidas alcodlicas em leve, moderado e pesado, pois seu padrdo é avaliado como
multidimensional, abrangendo o contexto do beber, relevancia cultural, bebida de preferéncia,
frequéncia de consumo semanal, quantidade, local para consumo, consumo durante as
refeicBes ou ndo, as caracteristicas do bebedor (genéticas, sociodemograficas e econémicas) e
a qualidade da bebida que serve como parametro para avaliar danos decorrentes do consumo
irresponsavel. Cada pais possui sua propria definicdo e legislacdo a respeito do assunto. A
definicdo média das unidades-padrées mais comuns entre 0s paises ocidentalizados gira em
torno de 8 a 14 g de etanol puro, com exce¢éo do Japdo que se utiliza da unidade-padrdo de

drinque de 20 g. Conforme esses guias, 0 uso moderado tem sido associado a padrdes de



consumo em que h& diminuicdo dos prejuizos e aumento dos beneficios a saude, sendo

considerados a influéncia dos géneros e faixa etéria (Drinking & You, 1998).

O Instituto Nacional sobre o Abuso de Alcool e Alcoolismo dos Estados Unidos
(National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, NIAAA) define que o uso moderado
para se referir ao consumo que ndo cause prejuizos a salde do bebedor e nem problemas
sociais. A unidade definida por esse Instituto define o uso moderado até 14 unidades semanais
(drinques) para homens e de 7 unidades para mulheres e pessoas acima de 65 anos até 3
unidades semanais (considerando a unidade-padrdo de drinque de 14 g), com um a dois dias
sem consumo na semana (Gunzerath et al, 2004).

A OMS classifica o consumo de bebidas alcodlicas no Brasil como estavel e regular
(WHO, 2011). Segundo o Centro Brasileiro de Informagdes sobre Drogas Psicotropicas
(CEBRID), a dependéncia do &lcool é condigdo frequente, atingindo cerca de 12,3% da
populacdo brasileira de 12 a 65 anos. Somando-se a isso, segundo pesquisa domiciliar
realizada em 2005; entre os 7.939 entrevistados, escolhidos aleatoriamente e representativos
das 108 cidades do Brasil com mais de 200 mil habitantes, observou-se que o uso de alcool na
vida, nas diferentes regides, variou de 53,9% na regido norte a 80,4% na regido sudeste. Nessa
pesquisa também foi verificada que a taxa de dependentes de alcool variou de 12,7% na

regido sudeste a 13,8 % na regido nordeste (Carlini et al, 2005).

Posterior a essa, 0 | Levantamento Nacional sobre os Padrées de Consumo de Alcool
na Populacdo Brasileira (2007), maior pesquisa realizada e abrangente a todo o territorio
nacional, representando a populacdo acima de 14 anos. Foi verificado que 52% dos brasileiros
podem ser considerados bebedores e praticamente metade (27%) faz uso ocasional ou raro, € a

outra metade (25%) faz uso habitual, a0 menos uma vez por semana.

3.2. Farmacologia do etanol

O etanol (C;HsOH), uma pequena molécula com carater tanto hidrossoluvel e
lipossoluvel, é rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal. Em jejum, a concentragédo
méaxima no sangue é alcangada em 30 minutos, porém pode variar até 90 minutos. A presenca
do alimento pode retardar a absorcdo alcoodlica, devido a uma menor velocidade de

esvaziamento gastrico. Apos a ingestdo do etanol, aproximadamente 20% & absorvido pelo



estdmago e o restante nas primeiras porc¢des do intestino delgado, passando pelo metabolismo
hepatico de primeira passagem. Assim, 0 maximo de 90% desta substancia é oxidada pelo
figado e o restante eliminado pelos pulmdes e rins. Exceto pelo estbmago, o metabolismo
extra-hepatico do etanol, é insignificante (Lieber, 1997). Além disso, independentemente de
sua concentracdo, o0 metabolismo do etanol possui cinética de ordem zero, ndo variando com o
tempo em que ela foi ingerida e sua concentracdo. O consumo maci¢o esta associado a
desnutricdo primaria. Por apresentar apenas valor calorico (7,11 kcal/g), o etanol fornece uma
grande quantidade de calorias, as “falsas calorias”, representando cerca de 50% do consumo
diério de energia em um alcodlico crénico; prejudicando a ativagdo e utilizacdo de nutrientes
e secundariamente, a ma digestéo e absorcao deles (Lieber, 2000).

A ampla distribuicdo do etanol pelos liquidos corporais permite altas concentracfes
desta substancia em tecidos altamente vascularizados. Somando-se a sua capacidade de
atravessar membranas bioldgicas e a auséncia de receptores especificos para sua acao
farmacoldgica, no tecido cerebral, sua concentracdo se eleva rapidamente, podendo interferir
no funcionamento de receptores A do acido gama-aminobutirico (GABAAR) (Ueno et al,
2001), sistema glutaminérgico (Carlezon & Nestler, 2002; Krystal et al, 2003), na sinalizacdo
de receptores nucleares, como a Proteina A de Ligacdo a Elemento de Resposta do AMPc
Ciclico (CrebA) (Nestler, 2004), estimulacdo de neurénios dopaminérgicos (Gonzales et al,
2004) e outras implicagdes nos sistemas de neurotransmissores. Exemplifica-se a acao
farmacoldgica em estruturas mesocorticolimbicas e amigdalas (Nestler, 2005).

As principais vias de metabolizacdo do etanol a acetaldeido sdo a alcool e a aldeido
desidrogenases, enzimas estas localizadas predominantemente no figado (Figura 02), mas que
podem ser encontradas no estbmago e cérebro (Zimatkin & Buben, 2007). O segundo passo
transforma o acetaldeido em acetato na mitocondria atraves da enzima aldeido desidrogenase.
O metabolismo principal do etanol envolve a participacdo da enzima citosélica alcool
desidrogenase (ADH). Esta, por sua vez, catalisa a conversdo do etanol em acetaldeido
(Fujimiya et al, 2002).

Na oxidacdo do etanol pela ADH ocorre a formacdo de um mol de NADH para cada
mol de etanol metabolizado (Lieber, 2000). Durante a conversdo do etanol a acetaldeido,
ocorre a transferéncia do ion hidrogénio do alcool para o co-fator NAD", formando NADH.
Como resultado final, a oxidacdo do etanol produz um excesso de equivalentes redutores no
6rgéo hepatico, principalmente na forma NADH (Figura 02). Assim, a producao excessiva de
NADH induz ao desbalango do sistema redox NADH/NAD™ (Lieber, 2000).



Esses mecanismos, por sua vez, estdo envolvidos em diversos disturbios metabolicos,
tais como aumento do alfa-glicerofosfato hepatico, estimulo a sintese de &cidos graxos com
concomitante diminuicdo da oxidacdo normal dos acidos graxos com prejuizo da sinalizacédo
da insulina, e ao efeito antilipolitico no tecido adiposo periférico. O que pode contribuir para
um aumento da adiposidade visceral hepética, conduzindo ao acumulo excessivo de
triglicerideos no figado, tornando-o gorduroso (Kang et al, 2007). Outras alteracdes que
acompanham o alcoolismo crdnico estdo também envolvidas com a deplecdo de glutationa
(GSH), um tripeptideo antioxidante, a elevacdo dos niveis de homocisteina e ao estresse
oxidativo, a diminuicdo da atividade da proteina quinase dependente de AMPc (PKA), a
desregulacdo da sinalizacdo de citocinas, inducdo a processos inflamatoérios e diminuigdo da
expressdo de receptores PPARG nucleares envolvidos na oxidacdo e transporte de acidos
graxos (Sozio & Crabb, 2008).

Duas outras importantes vias de metabolizacdo do etanol sdo a do sistema
microssomal de oxidacdo do etanol (SMOE) que se utiliza da enzima CYP2E1 e da Catalase
(CAT). O SMOE é um sistema de oxidacdo mista, pertencente a superfamilia de
hemeproteinas que utilizam o NADPH como co-fator no metabolismo do etanol (Lieber,
2000). As enzimas do citocromo P450s sdo responsaveis por reacdes de desintoxicacao,
catalisando reagdes para componentes mais polares ou conduzi-los a reagdes de conjugacgéo
para serem excretados. Esse sistema catalisa diferentes reagdes quimicas, incluindo a

monooxigenacao, peroxidacao, reducdo, desalquilacéo e epoxidacdo (Cederbaum et al, 2008).

O SMOE (via da cronicidade ou induzivel) é gradativamente estimulado pelo uso
crénico do etanol. Dessa forma, em concentrac@es sanguineas de 100mg/dL, apresenta uma
constante cinética relativamente alta (Km ~10 mM), neste periodo, o sistema de oxidacdo pela
ADH apresenta-se saturado, devido a deplecdo de NAD" (Lieber, 1997). Em consequéncia
disso, o consumo cronico de alcool resulta em aumentos significativos ndo apenas do
metabolismo do etanol, mas também na depuracdo de outros farmacos e que séo eliminadas
por sistemas de microssomas hepaticos, como os barbitdricos. Ja para a CAT presentes nos
peroxissomas, a biotransformacdo hepatica peroxidativa do etanol é limitada pela producéo
enddgena de peroxido de hidrogénio (Wallner & Olsen, 2008).

Em condicdes fisiologicas, a producdo de H,O,, é estimada, aproximadamente de 3,6
mmol/h/g de tecido hepatico e responsavel por menos de 2% da oxidagdo do etanol, entretanto
0 consumo do etanol induz a maior atividade de NADPH oxidase, contribuindo para maior



formagéo de H,0O, (De Micinis & Brenner, 2008). Dessa forma, amplia-se a participacdo deste
sistema na oxidacdo do etanol. J& a transformacdo do acetaldeido para acetato e acetil-coA é
irreversivel. O acetaldeido pode interagir com aminoacidos lisina, cistéina e serina, além da
acetil-coA contribuir para a lipogénese e elevar seus niveis na circulagdo sanguinea de cetonas
(Jord&o Jr. et al 1998).

As intervencdes farmacoldgicas para o alcoolismo ficaram restritas ao tratamento da
sindrome de abstinéncia do alcool e ao uso de drogas aversivas (Castro & Baltieri, 2004). O
primeiro farmaco desenvolvido foi o Dissulfiram, um inibidor irreversivel e inespecifico de
enzimas que decomp@e o etanol no estagio de acetaldeido no organismo, levando a reacéo
etanol-Dissulfiram e aos seus efeitos indesejaveis, tipicos do fendmeno conhecido
vulgarmente como “ressaca”. Neste contexto, outras intervencdes farmacoldgicas, estas
ultimas baseadas no efeito anti-fissura sdo o Acamprosato e a Naltrexona. O primeiro inibe a
atividade excitatoria glutaminérgica, agindo, possivelmente, na subclasse dos receptores para
glutamato (NMDA) como um co-agonista, especialmente quando ha uma hipersensibilidade
desses receptores, além disso, estimula a atividade gabaérgica por acdo nos receptores GABA
B. J& a Naltrexona é uma antagonista opiodide utilizado como coadjuvante das intervencdes
psicossociais no tratamento ambulatorial do alcoolismo, sendo a primeira medicacgéo aprovada
pela FDA desde a introducdo do Dissulfiram em 1995 (Castro & Baltieri, 2004).



Figura 02: Metabolismo oxidativo do alcool. A oxidagdo do &lcool para o acetaldeido ocorre
através das enzimas alcool desidrogenase (ADH), citocromo p450 2E1, ou pela catalase
peroxissomal (em ordem de importancia). O acetaldeido é oxidado para acetato pela enzima
aldeido desidrogenase mitocondrial (ALDH). Produtos dessas vias metabdlicas resultam em
deplecdo celular de s-adenosilmetionina (SAMe) e niveis elevados de homocisteina, acetaldeido e
espécies reativas de oxigénio (EROs). Juntos, estes fatores causam uma resposta protéica
descompensada sobre o reticulo endoplasmatico (RE), o chamado estresse do RE. Este estresse
ativa as proteinas 1c e 2c de ligacdo ao elemento de regulacdo de esterdide (SREBP-1c e -2c),
resultando em acumulo de triglicerideos. A quinase de AMPc (AMPK), uma chave reguladora do
metabolismo, regula a oxidagdo de &cidos graxos (AG) e o0 seu transporte através do receptor alfa
ativado de proliferador de peroxissoma (PPARa); suprime a SREBP-1c, diminuindo a lipogénese; e
inibe a atividade da acetil-CoA carboxilase (ACC), que por sua vez, diminuem 0s niveis de
malonil-CoA e da atividade da Carnitina palmitoil transferase | (CPT I) e aumenta a oxidacdo de
acidos graxos. A atividade da AMPK ¢é inibida pelo alcool, estresse do RE, fator de necrose
tumoral (TNFa) e EROs. A adiponectina que também ativa a AMPK, também ¢ suprimida pelo
consumo cronico de &lcool. Todas essas mudancas induzidas pelo efeito do consumo alcoolico
acarretam danos ao metabolismo lipidico e ao desenvolvimento da esteatose. A sintese de proteinas
é suprimida através do bloqueio na iniciacao da cadeia peptidica. O passo chave afetado pelo alcool
envolve a inabilidade de ciclagem entre formas ativas e inativas do complexo de fatores de
iniciacdo de proteinas eucarioticas 2 e 2B (complexo elF2.elF2B), previnindo a formacdo da pré-
iniciacdo do complexo 43S. Entretanto, com a exposicéo cronica alcodlica, os defeitos se estendem
para habilidade do complexo elF4 para regular efetivamente a associacao entre o complexo 43S e 0
trecho 5° do RNAm e formar o complexo de pré-iniciacéo 48S (pre-1C). Defeitos na via de sintese
protéica parece ser resultado de uma possivel desregulacdo entre a quinase e a fosfatase envolvida
na fosforilagdo de fatores de iniciacdo selecionados. A desregulacdo de vias de sinalizagdo ainda
ndo esta completamente elucidada. As linhas vermelhas tracejadas indicam inibi¢&o ou ativagdo de
vias e as linhas verdes indicam estimulacdo ou ativacao de vias.
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3.3. Doenca hepética alcodlica (DHA)

O figado ¢ um dos maiores 6rgdos do corpo e representa aproximadamente 2% do
peso corporal total. Desenvolve-se como uma bolsa embrionaria a partir duodeno.
Imprescindivel para a sobrevivéncia do individuo, devido a multiplicidade de fungdes néo-
substituiveis ou ndo-compensada por outros(s) 6rgaos. E responsavel pela desintoxicagdo e a
metabolizacdo no organismo. A funcdo hepatica restringe-se, essencialmente, a seu principal
grupo de células parenquimais, os hepatocitos. Estes sdo razoavelmente vulneraveis a danos,
porém possuem alta capacidade de regeneracdo. Funcionalmente, estas células participam da
regulacdo do metabolismo intermediério, processos de desintoxicacéo de endo e xenobioticos,

sintese e circulacdo de proteinas, lipidios e acidos graxos (Malhi et al, 2010).

Outros grupos de células coexistentes no arcabou¢o hepético estdo os colangidcitos,
presentes nos ductos biliares, localizadas na zona porta; a estrutura vascular do 6rgdo é
constituida de vasos sinuséides fenestrados formados apenas por células endoteliais; outro
tipo celular presente sdo as células de Ito ou histiocitos (célula pericitica sinusoidal),
responsaveis pelo estoque de gordura que podem ser transformadas em miofibroblastos em
situacdo de injaria e de doenca. Ocorre também a presenca de macrofagos residentes, as
células de Kupffer, células natural Killer (NK) e células T natural killer (NKT), o que
confere ao figado uma funcéo relevante e participativa no sistema imune inato (Baratta et al,
2009; Gao et al, 2008).

Como participe do sistema imune inato, o alcool atua com destaque em respostas de
inflamacdo aguda, liberando a proteina C-reativa e a de ligacdo a manose, fatores do
complemento, ferritina, proteina amildide A e P, além de surfactante (Baumann & Gauldie,
1994; Gao et al, 2008). Neste contexto, 0 consumo macigo de xenobidticos contribui para a
instalacdo de um processo inflamatdrio sistémico, interferindo na defesa natural do
hospedeiro contra influxo da microbiota intestinal e seus produtos (Wang et al, 2010). Os
mecanismos e eventos da DHA foram discutidos, primeiramente na hipotese de “dois hits” ou
“multi-hits”, proposta por Day & James (1998), em que o primeiro hit envolve o
aparecimento da esteatose e na sequéncia, surge o segundo hit, a progressdo para as outras
complicacOes (esteatohepatite e fibrose/cirrose), neste estdo contribuindo os estressores
ambientais, tais como a hiperglicemia, hiperlipemia e mesmo a continuacdo do uso de

xenobidticos (Begriche et al, 2006), e a propria lipotoxicidade causada pelo acumulo de



triglicerideos no figado acarreta desregulacdo das vias do metabolismo lipossomal (Feldstein
et al, 2004 e 2006).

O élcool é a maior causa de doenca hepatica em todo mundo, e comumente se
associa a presencga simultanea da doenca hepatica de origem nédo-alcoodlica (obesidade) e/ou
hepatite viral. Agravos decorrentes da ingesta acentuada representam a maior causa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (WHO, 2007). Fatores de riscos responsaveis pelo
surgimento desenvolvimento e manutencdo da histéria natural da doenca alcodlica hepatica
ligam-se ao volume da dose, duragéo e ao tipo de bebida consumida, ao género, etnicidade e a
outros fatores de riscos associados como 0s genéticos. O espectro da doenca hepéatica
alcoolica (ALD) é definido desde a presenca da esteatose até a presenca da cirrose. A doenca
pode manifestar-se em 90% dos individuos que consomem mais de 60 g/dia de alcool por um
periodo igual ou superior a 10 anos, mas pode ocorrer em individuos que consome menor

quantidade (Crabb, 1999), para mulheres este valor cai para 20 g/dia (Bellentani et al, 1997).

O estabelecimento e o aparecimento das primeiras lesbes observadas no tecido
hepético sdo decorrentes, principalmente, da elevacdo exacerbada de espécies radicalares com
alto poder de oxidacdo no meio celular. Estas sdo geradas na cadeia respiratoria, pelo proprio
metabolismo alcodlico pela via induzivel da CYP2E1 dos hepatocitos e pela NADPH oxidase,

principalmente nas células de Kupffer e infiltrado granulocitico (Cerderbaum, 2008).

As anormalidades funcionais e morfoldgicas da mitocondria representam uma das
primeiras manifestacGes da injaria nos hepatécitos em decorréncia do habito etilico, onde as
primeiras alteracGes observadas na morfologia hepatica é a presenca inicial de formacéo de
corpusculos hialinos de Mallory, em que se demonstram alteracdes no arranjo de filamentos
intermediarios do citoesqueleto, especialmente em citoqueratina 8 e 18, o aparecimento de
células balonizadas, porém o avanco da doenca ou estabelecimento do estado esteatotico, com
presenca de pequenos vacuolos de gordura no parénguima, pode ser concomitante (Lackner et
al, 2008).

Estudos para a avaliagdo dos efeitos cronicos e elevados do alcool se iniciaram na
década 1950 tanto em humanos como em roedores (Kiessling & Pilstrom, 1966). E a partir
dessa época, ja se hipotetizavam alteragdes no balango oxidativo in vivo pelas enzimas alcool
e aldeido desidrogenases, e por alteracdes de mobilizacdo de lipidios periféricos para o tecido

hepético (Sozio & Crabb, 2008). Outros estudos mais recentes, colocam a mitocondria como



uma das principais organelas afetadas pela exacerbacdo oxidativa, em que ocorre a
diminuicdo dos niveis de glutationa mitocondrial (GSHmt) e sua capacidade de fosforilacdo
oxidativa, aumentando o processo de peroxidacdo de sua bicamada lipidica e levando-a a
disfuncdo mitocondrial (Manzo-Avalos & Saavendra-Molina, 2010). Estes eventos diminuem
0 tempo de vida mitocondrial e assim, contribuem para o aceleramento do processo

apoptatico celular (Bailey & Cunningham, 2002).

Outra participacéo de relevancia na hepatotoxicidade causada pelo alcool € a resposta
largamente modulada pelo sistema imune inato através da sinalizacdo de citocinas pro-
inflamatorias, fatores quimiotaticos de recrutamento de granuldcitos para areas de injurias e
aumento da permeabilidade vascular para proteinas e plasma, além das reacfes de antigenos
originados de produtos da peroxidacdo lipidica com proteinas hepaticas e endotoxinas
circulantes constituem uma ampla continuacéo de danos e progressédo da DHA (Albano, 2008;
Malhi et al, 2010).

Neste cenario, os achados morfoldgicos encontrados na esteatose vdo desde uma
presenca minina de vactolos e de menor injdria a forma mais avancada severa na ALD,
incluindo esteatohepatite, fibrose e cirrose, em que ndo se apresentam de forma homogénea
nas populacdes que consume média elevada de consumo (Rehm et al, 2009). Aproxidamente
15% dos pacientes com diagnodstico estabelecido de cirrose desenvolve carcinoma
hepatocelular (Yip & Burt, 2006) e entre os consumidores cronicos, 25% desenvolvem
esteatohepatite e apenas 10% evoluem para cirrose (Bellentani et al, 1997; Day, 2006). Isto se
torna claro em pesquisas experimentais em que diferentes linhagens de camundongos
apresentam padrdes diferenciados de susceptibilidade a formacéo de corplsculos de Mallory,
de injuria celular induzida pelo agente 3,5-dietoxicarbonil-1,4-diidrocolidina e diferentes

padrbes de achados histolégicos foram encontrados nestas linhagens (Hanada et al, 2008).

O diagndstico da esteatose é realizado quando a deposicao de lipidios excede 5% dos
hepatocitos, enquanto o envolvimento de mais de 50% é reconhecido e caracterizado como o
figado gorduroso (Tannapfel et al, 2011). Um processo concomitante e adicional que pode
ocorrer é a inflamacdo, gerando o estado de esteatohepatite de origem alcodlica (ALD) ou
ndo-alcodlica (NASH). A correlacdo clinico-patologica para o diagnostico € caracterizado
histologicamente por les6es que diferem da inflamac&o portal cronica e de fibrose das mais
outras formas de doenca hepatica cronica.



Achados morfoldgicos para esteatohepatite em pessoas adultas incluem a esteatose,
uma leve ou crénica inflamacdo lobular, injaria celular manifestada pela degeneracdo em
baldo de hepatocitos, fibrose perisinusoidal, além de corpusculos hialinos de Mallory em
hepatocitos balonizados, nucleos glicogenados e lipogranulomas em tamanhos variados, e
também a inflamac&o portal é tipicamente leve, caso esteja presente. No entanto, a presenca
de infiltrado inflamat6rio nos I6bulos hepaticos e injuria celular, como a manifestada pela
degeneracdo celular (células em baldo), especialmente localizados na zona 3 acinar, ja
sugerem o diagndstico de esteatohepatite (Brunt et al, 2003) e pode se prolongar para o

desenvolvimento de fibrose ou cirrose (Figura 03).

O actmulo de lipidios no figado resulta dos seguintes processos patogénicos: (1) de
maior capitacdo de &cidos graxos circulantes para evitar a lipotoxicidade de altos niveis
séricos, (2) aumento da sintese de &cidos graxos no figado (a partir da glicose ou acetato), (3)
diminui¢do da B-oxidacdo e (4) diminuicdo da sintese ou secrecdo de lipoproteinas,
especialmente a VLDL, principal caminho de eliminacdo de lipideos hepaticos (Burt et al,
1998). Entretanto a esteatose sozinha ou seu estado puro é reversivel e, em geral, indolente e
ndo-progressiva, ao contrario, a esteatohepatite, com a descontinuacdo do uso e a total
abstinéncia pode voltar ao estado de normalidade num periodo de 4 a 6 semanas (Crabb,
1999).

O diagndstico especifico da ALD é baseado na evidéncia do consumo alcodlico
perigoso e na presenca da doenca hepatica. A investigacdo é baseada em marcadores de lesdo
hepética; métodos clinicos eficazes para deducdo de lesdo hepatica pelo alcool, porém nao
especificos para detecta-la quando avaliados separadamente. A investigacdo sérica das
aminotransferases (AST, ALT e AST/ALT) é bastante Gtil para detectar alteracdes hepaticas.
Niveis elevados destas aminotransferases de 2-6 vezes sdo sugestivos ao diagnostico de
hepatite alcodlica. Valores séricos > 500 IU/L de AST e > 200 IU/L de ALT sdo indicadores
para processos de degeneracdo lipidica alcoodlica e a razdo >3 é altamente sugestivo para o
diagnostico da ALD (Nyblom et al, 2004). Niveis séricos de y-GT, volume corpuscular médio
(VCM), além da medida de bilirrubina, transferrina, FAL e a combinagdo de outros séo
também indicados para avaliacdo do diagnostico. Quanto este é realizado por imagem pode
ser utilizado como alternativa a bidpsia (método “padrao ouro”), utilizando-se o ultrasom e
ressonancia magnética nuclear pode-se obter sucesso para indicar esteatose (O’Shea et al,
2010).



Embora a abstinéncia e a descontinuacdo do uso de bebidas alcodlicas e
Xenobidticos, ou mesmo a perda de peso seja 0 recomendado para o tratamento. Varios
agentes terapéuticos tém sido investigados, contudo, ndo se mostram com grande eficiéncia
para o tratamento do espectro de doencas de origem hepatica. Corticosterdides, Pentoxifilina,
Propiltiouracila e farmacos anti-fator necrose tumoral alfa (anti-TNF-a) tém sido usados em
pacientes com hepatite alcodlica com certo sucesso. No entanto, ndo sdo vantajosas em

relacdo ao tempo de administracdo (Tome & Lucey, 2004).

Figura 03 - Dinamica de cicatrizacdo do tecido hepatico. A cirrose hepéatica € um exemplo da
dindmica da cicatrizagdo de um ferimento. Dano ao figado normal (i) resulta em inflamacéo e ativacéo
de histidcitos (iii); identificada por imunohistoquimica com marcagdo para a-SMA (cor marrom) para
colageno fibrilar, culminando em fibrose (iii) por dltimo, em cirrose (iv). Abstinéncia dos agentes de
injarias pode permitir o remodelamento da matriz fibrilar, levando a uma diminuicao da cirrose (v). A
resolucdo esponténea da fibrose depois remogdo da causa da injdria, resulta retorno para a arquitetura
proxima da normal (vi). Em caso da instalagdo completa do estado cirrotico, a resolucdo desse caso
ainda ndo é conhecida.
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Fonte: Retirada e adaptada de Iredele, 2007.

3.4. Hipertensé&o secundéria ao alcool

Entre os diversos problemas de salde relacionados ao alcool, a hipertensdo € um
achado bem comum entre os bebedores cronicos. Relaciona-se intimamente ao consumo
exagerado e apresenta-se como variavel independente que atua na pressdo arterial com
magnitude similar ao da obesidade (Klatsky, 1995). Outras condic¢des cardiovasculares

relacionadas ao seu consumo estdo o0s acidentes vasculares cerebrais isquémicos e



hemorragicos, bem como as arritmias cardiacas. Em contraste, o efeito vasodilatador
conduziu o etanol ao status de medicamento no século XVIII, quando seu uso foi
recomendado para tratamento da angina pectoris (Heberden, 1786). Entretanto, o
desenvolvimento de uma hipertensdo secundaria ao seu consumo parecia improvavel naquele
momento. O primeiro trabalho a descrever a hipertensdo induzida pelo etanol foi publicado
em 1913 por Lian, em que se descreveu a elevacdo da pressao arterial sistolica em soldados

presentes na primeira guerra mundial.

Hoje, sabe-se que os principais mecanismos envolvendo o consumo etilico e a
hipertensdo envolve uma resposta simpatica exacerbada (Randin et al, 1995), a secrecdo
elevada de glicocorticéides e neurotransmissores, 0 aumento da captacdo Ca* livres com
alteracBes da resposta contréatil do musculo liso e a deficiéncia de Mg*?, com consequente
aumento da resisténcia vascular periférica (Maiorano et al, 1999; Chakraborti et al, 2002).
Além disso, 0 estresse oxidativo, através do aumento acentuado do *O;’, e por conseguinte, a
diminuicédo da biodisponibilidade de *NO, promove a disfuncdo endotelial e a hipertrofia de
células vasculares (Zalba et al, 2001). Assim, a hipertensdo arterial secundéria, diferentemente
da hipertensdo primaria, é provocada por substancias que induzem a elevagdo pressorica e/ ou
ao agravamento de uma hipertensdo arterial preexistente, provocando também reducdo da
eficacia de medicamentos anti-hipertensivos e decorrentes de diversas causas secundarias,
entre as mais comuns, provocadas por uso continuo de farmacos e/ou de substancias, tais
como: anticoncepcionais, antiinflamatérios ndo-esterdides e esterdides, reposicdao de
horménios tireoidianos, terapias imunossupressoras, agentes anestésicos, antidepressivos

inibidores da monoamina-oxidase e 0s simpaticomimeéticos (Plavnik, 2002).

As propriedades aterogénicas e ndo-aterogénicas dose-dependentes do etanol podem
constituir o principal mecanismo patofisioldgico de interacdo entre a ingestdo alcodlica e as
doencas cardiovasculares (Novelli, 2005). Contudo, a literatura atual ainda se mostra carente
acerca desse relevante tdpico. Contudo, alguns modelos de roedores se mostram efetivos para
busca de respostas cardiovasculares e metabolicas em estudos de interacdo de dietas e
consumo alcoodlico. Emeson et al (1995) descrevem que somente o uso do alcool etilico 0,3-
6% associado a dieta liquida dislipidémica e aterogénese, promove efeito de redugdo de
formacgdo de placas aterogénicas, mesmo em contraposicdo aos baixos niveis de HDLc

séricos. Este estudo foi realizado com fémeas de camundongos da linhagem C57BL/6 sob



intervencéo dietética etilica de 22 semanas. Esse modelo demonstra o efeito anti-aterogénico
do etanol ndo esté relacionado a elevagdo de lipoproteinas de alta densidade.

Em humanos, Jensen et al (2006) realizou estudos com voluntarios saudaveis que
consumiram uma taca de vinho tinto diariamente por trés semanas. Observaram uma
diminuicdo tanto na viscosidade sanguinea como na concentragdo sérica de fibrinogénio e que
estes efeitos se prolongaram por mais trés semanas apos a abstinéncia. Em contraste, Veestra
et al (1990) demonstraram o efeito agudo de uma unica vez de trés tacas de vinho tinto no
jantar, que provoca efeito imediato em elevar os niveis de HDLc em 11,5% e 7,3% de
apoproteina A, Neste cendrio, outros trabalhos mostram que o consumo alcodlico tem sido
associado com o aumento da fibrindlise, diminuicdo da agregacdo plaquetaria e coagulacao
sanguinea (Rimm et al, 1999; Renaud & Lorgeril, 1992; Lorgeril & Salen, 1999).

Di Castelnuovo et al (2006) descrevem, em estudo de meta-anélise envolvendo 34
estudos de seguimento com homens e mulheres e uma amostra de 1.015.835 sujeitos,
respectivamente, sendo observados no decorrer do estudo 94.534 mortes. Nesta meta-analise,
apresentam-se as curvas caracteristicas da relacdo consumo de bebidas alcodlicas e
mortalidade. Os autores apresentam curvas graficas em forma de “J” que indicam uma
reducdo inicial da mortalidade para valores de baixo consumo e com a continuacao, ocorre
elevacdo da curva até um plat6, o que se demonstra a elevacdo da mortalidade. Concluindo-se
que, o consumo de 2 a 4 drinques por dia para homens e 1 a 2 drinques por dia para mulheres
foi inversamente associado, ao menos, com menor indice de mortalidade, e a minima
ingestdo, aproximadamente de 6g/dia (metade do teor alcodlico de um drinque) promoveu

maior sobrevivéncia tanto para homens quanto para mulheres.

Atualmente, varios estudos demonstram que a baixa alcoolemia e a manutencgdo de
seu uso promovem aumento no fluxo coronariano, do débito cardiaco e do volume sistélico,
porém o abuso alcodlico € o maior fator de risco para a chamada sindrome cardiaca do feriado
(Holiday heart syndrome) em que existe um aumento no risco de taquiarritmias
supraventriculares, aumento do peso cardiaco e acidentes vasculares cerebrais (Neaton et al,
1995). Seguindo essa ldgica, os efeitos benéficos estdo relacionados, ndo s6 a substancia
alcool, mas também a outras substancias presentes nas bebidas alcodlicas, a exemplo dos
flavonoides, e peculiaridades de cada individuo, como predisposi¢do génica aos efeitos tanto

positivos quanto os prejudiciais.



3.5. Complexo enzimatico NADPH oxidase e Inibidores

As NADPHoxs sdo um grupo de enzimas associadas a membrana plasmatica
encontradas em uma grande variedade de células de origem mesodérmica. A primeira
descricdo de sua atividade foi realizada por Sharra & Karnovsky (1959) em fagocitos
polimorfonucleares. Esse grupo de enzimas € caracterizado por ser um complexo
multienzimatico de hemeproteina, composta por subunidades citossélicas e
transmembranares. Os componentes desse sistema enzimatico sdo subunidades protéicas
transmembranares, a p22phox e p91phox, também chamada de Nox2, juntas estas comp&em o
citocromo bssg, presentes nas membranas de vesiculas secretorias e granulos especificos, onde
ocorrem como flavoemeproteinas heterodiméricas; e pelas subunidades citossolicas
compostas pelas subunidades p47phox, p67phox e a p40phox, e a GTPase, a racl (presentes

em macrofagos de camundongos) ou rac2 (Figura 04) (Babior, 1999).

A ativacdo da NADPHox envolve a translocacdo do componente citossolico
p47phox, ativado por fosforilacdo através da proteina quinase C (PKC) para o Nox2 na
membrana. Esse aclopamento oxidativo é capaz de transferir elétrons do NADH ou NADPH
para 0 O, através de um grupo heme e forma o anion radical superéxido (*O7). Além da
translocacdo da subunidade p47phox, a ativacdo depende também das racs. Estas sdo
proteinas G de baixo peso molecular, e permanecem inativas quando ligadas ao inibidor de
dissociacdo, o nucleotideo guanina. As NADPHoxs em células fagociticas podem ser
induzidas por um grande numero de particulas e agentes sollveis que permite a ativacdo das
racs (Hougge et al, 2006) e podem ser reguladas por fatores humorais, citocinas (TNFa,
TGFpB, TDGF, IL-6, IL-10, IL-1B, CTLA-4 e TAP2 ) angiotensina Il, trombina ou por
distdrbios no fluxo sanguineo, além da contribuicdo de fatores genéticos (Griendling, 2000;
Bataller & Brenner, 2005).

Existem ao menos cinco variacdes dos Nox (Nonphagocytic NADPH oxidase)
[Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1 e o Duox2 (Dual oxidase)] diferenciadas apenas
pela presenca das subunidades presentes no complexo, expressos em um pequeno numero de
tecidos, porém em alta densidade (Babior, 1999). Os Nox1 e Nox4 sdo altamente expressos
no endotélio e musculo liso vascular (Nox4 é predominante, enquanto o Nox 1 quase ndo é
detectado) (Ellmark et al, 2005) no entanto, o Noxl é largamente expresso em células
epiteliais do colon e o Nox4, nos rins. O Nox2, também conhecido como p91phox, esta

presente principalmente em células fagociticas, mas sdo expressos em menor quantidade nos



hepatdcitos, masculo esquelético e liso, endotélio e células hemopoiéticas; Nox3 no canal
auditivo, Nox5 nos tecidos linfaticos e testiculo e 0 Duox1 e Duox2 na tiredide (Berdard &
Krause, 2007).

Figura 04 - Estrutura da NADPH oxidase fagocitica. A gp91phox é o ligante da NADPH com funcao
transportadora de elétrons na NADPH oxidase ativa. A producgdo de ‘O, extracelular ocorre pela
reducdo de um elétron do O, via gp91phox, usando B-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH).

0 *0;

Meio extracelular

Meio intracelular

NADP* NADPH

Fonte: Rabélo et al, 2010.

Em funcgdes biologicamente reguladas, o0 O, e outras espécies reativas de oxigénio
(EROs) formadas através do complexo NADPHox, participam do controle respiratério, da
producgdo da eritropoetina e das funcdes hipdxi-induziveis, do relaxamento do musculo liso,
além de modular e acentuar cascatas de sinalizacdo em processos imunolégicos através da
principal espécie produzida. Esse anion-radical ¢ formado a partir reducdo univalente da
forma molecular do oxigénio tripleto (*0,) ou pela reducéo parcial do oxigénio molecular. No
entanto, durante processos inflamatorios agudos ou cronicos ocorrem a producao excessiva de
‘0., que contribuem para elevar a injuria e dano tecidual (Salvemini, Ischiropoulos &
Cuzzocrea, 2003). Contribuem também para elevacdo de EROs, apesar da maior fonte ser de
origem NADPHOox, a ativagdo das vias da xantina oxidase, a ciclo-oxigenase, a NO sintetase
OuU mesmo, ocorre a participacdo de componentes ndao-enzimaticos reativos, como a semi-
ubiquinona e cadeia transportadora de elétrons através de desaclopamento oxidativo (Droge,
2002)



Varios estudos demonstram que a atividade da NADPH oxidase pode ser inibida por
acdo de farmacos (Stefanska & Pawliczak, 2008). O bloqueio deste complexo por produtos de
ocorréncia natural é efetivamente realizado pela apocinina (4-hidrdéxi-3-metdxi-acetofenona).
Ou mesmo, a partir de extratos de plantas que contenham este principio ativo, também
conhecido como acetovanilona, um fitoquimico bastante explorado em pesquisas como
inibidor seletivo do complexo multienzimatico NADPH em modelos experimentais in vivo e
in vitro. Outros estudos, descrevem atividade da apocinina na inibicdo do complexo
NADPHox em ceélulas fagociticas e ndo-fagociticas (Lafeber et al, 1999; Zhang et al, 2005).
Esta substancia possui elevado potencial antioxidante (Heumdller et al, 2008; Castor,
Locatelli & Ximenes, 2010), acdo antiinflamatoria através da inibicdo de citocinas
inflamatdrias TNF-a, IL-1p e IL-6, além de inibir a transcricdo de fatores redox-sensiveis, tais
como NF-xB e AP-1 (Kim et al, 2011) e etc (Tabela 01).



Tabela 01 — Efeitos da Apocinina in vitro e in vivo

Modelo

Efeitos

Referéncia

In vitro

Células endoteliais estimuladas por

Fosfolipase A2 600 pM Inibicdo da NADPHox e redugdo de EROs. Holland et al, 1998.
Células de cartilagem humana para Acdo antiinflamatéria em cultura de
estudo da artrite reumatoide. 30 pg/mL cartilagem articular. Lafeber et al, 1999.
miclgg];{%i?sww“l estimuladas Inibiu a formagéo ‘O, e ONOOr Muijsers et al, 2000.
Ratos Wistar-kyoto e Ratos Diminuigdo de anion radical superéxido de
hipertensos (SHRSP) e vasos de 0,1-1,0 mmol/L gl_‘lgde_m NbAII?deH ZX'dE;\Sl%' aumlﬁnto ga Hamilton et al, 2002.
humanos iodisponibilidade  de , melhora da
' vasodilatagéo.
Elevou niveis de MDA e H,0,, diminui
Células gliais N11 3-1200 pmol GSH/GSSG e elevou niveis de LDH Riganti et al, 2006.
(citotoxica).
Células HEK293(expressa altos . ,
niveis dos Nox1, Nox2 e Nox4) e 10 pmol - 1,0 Ser_n efelto em celylas HEKZ%.E. Heumeller et al,
. L antioxidante em células endoteliais e
células endoteliais e musculares mmol . 2008.
vasculares. musculares lisas.
Tecido adiposo periadventicio obtido x .
de C57BL/6 obesos induzidos por 1 mmol/L iﬁdggfe%giifﬁos estimulada pela Ketonen et al, 2010.
dieta hiperlipidica. 9 '
In vivo
Modelo animal de artrite Agua de beber Reducéo do processo de inflamagéo. Hart et al, 1990.
Modelo de Isquemia e Reperfusao yamaauchi et al
mesentérica em camundongos 1,2 mg/mL Sem efeito. g '

C57BL/6.

Modelo de Isquemia e reperfusdo
pulmonar em porcos.

Rato Sprague-Dawley.

Modelo de camundongos
BALB/c induzidos a inflamacao
por Zimosan.

Modelo de hemorragia
intracerebral induzido por injecéo
de colagenase em ratos Sprague-
Dawley.

Modelo murino de Isquemia e
reperfusdo  cerebral  (AVC),
utilizando camundongos machos
C57BL/6.

Modelo de ratos Sprague-Dawley
diabéticos por estreptozotocina.

Modelo de Isquemia e Reperfusdo
hepética com camundongos ICR.

Ratos Hipertensos (SHRs)

Modelos de camundongos
hAPP(751)s. parao Alzheimer.

200 - 400 mg/kg
Agua de beber

1,5 mmol/L
Agua de beber

14 mg/kg

3 - 30 mg/kg

2,5 -5mg/kg (i.v.)

15 mg/kg
Gavage

3 mg/kg

50, 100 e 150 mg/kg
(v.oei.v.)

10 mg/kg
Gavage

Aumento da permeabilidade e diminuicéo
de EROs vascular.

Inibidor seletivo do complexo NADPH
oxidase em células fagociticas e ndo-
fagociticas.

Diminuicdo da sintese de proteoglicanos e
da inflamagéo.

Sem efeito.

Melhora da funcdo neuroldgica e aumento
da sobrevida em dose 2,5 mg/kg, em doses
maiores, aumentou hemorragia cerebral e
mortalidade.

Previne a formagdo de produtos finais
glicados em ratos diabéticos.

Reduziu lesdes ocasionada por EROs no
figado.

Néo reduziu a PAS e PAD, porém inibiu a
NADPHox em granulécitos.

Diminui tamanho das placas [-amil6ide,
aumento da micréglia e diminuicdo da
inflamagéo.

2003.

Dodd-o et al, 2004.

Zhang et al, 2005.

Hougee et al. 2006.

Titova et al, 2007.

Tang et al, 2008.

Thallas-Bonke et al,
2008.

Liu et al, 2008.

Schlter et al, 2008.

Lull et al, 2011.




A apocinina se caracteriza por ser um agente oral ativo com odor de baunilha.
Apresenta baixa toxicidade em dose oral [DLso: 9 g/kg] (Van den Worm et al, 1996) e 1Cso ~
10 pg em fagocitos (Simons et al, 1990). Apesar de sua eficacia, ndo € um inibidor totalmente
especifico, pois interfere com o metabolismo do acido aracddnico, esta molécula possui

caracteristicas altamente exploradas (Engels et al, 1992).

Historicamente, Oswald Schmiedeberg em 1883, foi o primeiro a descrever efeitos
do uso de extrato obtido da raiz da planta Apocynun cannabinum para o tratamento de
doencas cardiacas e tratamento edemas (revisado por Stefanska & Pawliczak, 2008). Em
1971, a substéncia foi isolada da raiz Picrorhiza kurroa (Scrophulariaceae) e foi descrita
possuir atividade imunomodulatoria (revisado por Stefanska & Pawliczak, 2008). Como
componente fenolico foi identificada também com caracteristicas altamente prooxidantes. Sua
atuacdo como inibidor do complexo NADPH, e por consequéncia, inibidor das espécies
reativas de oxigénio, deve-se supostamente a sua acdo na forma radicalar e na formacédo de
dimeros (diapocinina) e trimeros (triapocinina) derivados durante sua oxidacdo e posterior
geracdo de radicais (Figura 05 e 06). De maneira indireta, promove a elevacdo de radicais
livres e NADP, e diminui a razdo glutationa reduzida/glutationa oxidada (GSH/GSSG),
dependente da presenca da mieloperoxidase (MPO) ativada e H,0,, responsavel pela oxidagédo
de tiois (Castor, Locatelli & Ximenes, 2010).

Figura 05 - Formacéo de dimeros de apocinina. Retirado de Stefanska & Pawliczak, 2008.

OH CH

Fonte: Stefanska & Pawliczak, 2008.



Figura 06 - Mecanismo de inibicdo da NADPH oxidase pela apocinina.
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Fonte: Stefanska & Pawliczak, 2008.

Muito se questionou a respeito da eficacia da apocinina em inibir a atividade da
NADPH oxidase em células ndo fagociticas. Em trabalho realizado por Kanegae et al (2010)
foi testado a acdo da apocinina e do dimero de apocinina (diapocinina) em células
mononucleares de sangue periférico humano (PBMC), observou-se que o diapocinina inibiu
fortemente a expressdo da subunidade p91phox, enquanto a apocinina provocou 0 mesmo
efeito apenas em altas doses. Ademais, a diapocinina também inibiu a produgdo de IL-10 e
TNF-o em resposta a lipopolissacarideo (LPS) em modelo in vitro, enquanto a apocinina na

sua forma simples molecular ndo teve efeito sobre os parametros anteriormente analisados.

A utilizacdo de flavondides e polifendis em dietas apresentam-se benéfica a saude.
Da mesma forma que a apocinina, estas substancias apresentam grande capacidade de
diminuir o acimulo de radicais livres, atuando como scavenging em meios in vitro, e em
particular, o consumo dietético de flavonoides catecoéis, favorece a melhora da funcéo
endotelial vascular através da melhor bioatividade e biodisponibilidade do éxido nitrico em
vasos arteriais in vivo, e protegendo esse sistema contra doencas (Manach & Donovan, 2004),
e, além disso, a relevancia terapéutica com diferentes polifendis exibe interacdo com vias do

*NO, promovendo efeito vasodilatador, diminuindo a pressao arterial e expressao génica, e



consequentemente, protegendo o sistema cardiovascular (Pechanova et al, 2006). No entanto,
0 uso de alimentos ricos em polifendis ou suplementos ndo correspondem & mesma agao
observada in vitro. A acdo ex vivo e in vivo sdo discretas ou mesmo ausentes, iSO parece
ocorrer, em parte, devido a formacdo de outros metabolitos no processo digestivo. Como o
transporte de polifendis na circulacdo sanguinea ocorre através de conjugados glucoronideos e
sulfatos, assim pode-se observar a diminuicdo e perda da capacidade de sequestrar elétrons do

farmaco.

Alguns tipos de flavonoides, as epicatequinas, foram descritas como sequestradores
de énion radical superdxido, porém ndo se mostrou capaz de inibir o complexo NADPH
oxidase vascular em células endoteliais de veia de corddo umbilical humano (HUVEC) em
cultura, porém dimeros procianidina B2 e o glucoronideo de epicatequina formados foram

efetivos em inibir a acdo da NADPH oxidase e atuar na inibicdo de *O,™ (Taubert et al, 2004).

Em trabalho realizado por Steffen et al (2008) foi demonstrado a relacdo da
estrutura-atividade de 45 substancias sobre a capacidade de inibicdo direta da NADPH
oxidase e de acdo scavenging por flavonoides e outros fendis em lisado de HUVEC,
categorizando as substancias em 4 grupos: flavonoides contendo anéis B catecdis ndo-
substuidos (epicatequinas, catequinas, quercitina, luteolina, fisetina) ndo possuindo a
capacidade de inibir o complexo NADPH oxidase, porém atuam como sequestradores de
anions radicais superoxido; catecois O-metilados ou a auséncia do grupamento hidroxila, ou
sua adicdo promove a funcdo de inibicdo da NADPH oxidase; a hidrogenacdo dos carbonos
C2 e C3 do anel C reforca a poténcia de inibicdo da NADPH oxidase, e por ultimo, a presenca
do arranjo vicinal do grupo hidroxi-metdxi no anel aromatico acentua a capacidade de
inibicdo. Isto pode explicar a atividade da apocinina e dimeros de apocinina, além de outros

flavonéides serem similares.

O balanco redox em sistemas bioldgicos esta associado a soma de produtos do
potencial de reducdo e da capacidade redutora de uma série de pares redox, aclopados e
mudancas neste equilibrio induz ao estresse oxidativo (Vasconcelos et al, 2007) e os radicais
livres sdo caracterizados por possuir alta capacidade de iniciar ou exarcebar uma reagdo ou
processo oxidativo deletérico por uma via ou mais diferentes mecanismos. Substancias
antioxidantes e prooxidantes sdo consideradas como tais, de acordo, com seu potencial de
oxidagdo (Simié et al, 2007). Substancias com potencial de oxidacdo menor que 45 V sao

consideradas antioxidantes, valores maiores que esse potencial, sdo caracterizadas como



prooxidantes. O radical apocinina apresenta-se como um auténtico exemplo de um

componente fendlico e exacerba caracteristicas pro-oxidantes (Castor et al, 2010).

Além da apocinina e polifenois, outros inibidores farmacoldgicos peptidicos e nao-
peptidicos bloqueiam a atividade catalitica do complexo NADPHox efou atuam como
scavengs. S&o vastamente descritos na literatura, especialmente em pesquisas com aplicagoes
terapéuticas para doencas cardiovasculares (Cifuentes & Pagano, 2006). O mais utilizado €
sem duvida o Difenileneidonio, também conhecido pela sigla inglesa, DPI (lodonium-
derivative diphenylene iodonium). Caracterizado em neutrofilos, este interfere na abstracdo
um elétron a partir de um centro redox reduzido de NADPHox para formar um radical que
entdo forma adutos com o cofator flavina (FAD) e resulta no desvio do elétron para o
oxigénio molecular (O’Donnell et al, 1993). Como um inibidor ndo-especifico, interfere com
outros transportadores de elétrons como na atividade das enzimas Oxido nitrico sintetase,
xantina oxidase, do complexo mitocondrial I e o citocromo p450 redutase (Berdard & Krause,
2007).

Inibidores peptidicos sdo apresentados nas pesquisas com sucesso. O mecanismo de
acdo desses inibidores esta associado a interferéncia da ligacdo as subunidades de ligagdo ao
citocromo b558. O Gp91lds-tat, um inibidor especifico do Nox2 e mimético, consistindo de
uma pequena sequéncia de nove aminoacidos do gp9lphox que normalmente se liga a
subunidade p47phox e permite a permeabilidade celular, impedindo a interagdo com as
proteinas do Nox. No entanto, é um inibidor de menor efetividade, a producéo das EROs em
neutrofilos é reduzida apenas ~25% em 50 mM e seu uso se limita a administracdo parenteral
(Jacobson et al, 2003); o0 PR39 é uma sequéncia peptidica de 39 aminoacidos de prolina e
arginina, originalmente isolado do intestino de porcos e identificado em granulos azuréfilos
de neutréfilos e macréfagos. Em neutrofilos, inibe a atividade da NADPHox por ligacdo ao
dominio homdélogo Src 3 (dominio SH3) da subunidade p47phox, portanto blogueando a
interacdo com o elemento da membrana p22phox. Também atua em células ndo fagociticas,
inibindo o Nox. Entretando, apresenta-se como um inibidor ndo-especifico, pois exerce outras
propriedades relacionadas a dominio SH3, assim como gp91ds-tat, a administracdo ndo pode
ser oral (Shi et al, 1996). O 4-(2-Aminoetil)benzenosulfonilflorida (AEBSF) é um inibidor de
protease serina que inibe também o Nox por interferéncia na subunidade p47phox; 6,8-
dimetil-5,7-hidroxi 2-(2-etil-3-hidroxi-4-metoxifenil)1-H benzo(b)piran-4-ona (S17834), um

derivado flavonoide que vem sendo descrito possui caracteristicas scavagings, no entanto seu



mecanismo de acdo ainda nédo foi descrito; o LY333531 atua como inibidor seletivo da PKC,
além de outros inibidores desta enzima (Mollnau et al, 2002); VAS3947, um derivado de
pirimidina e entre todos os farmacos aparece como o mais especifico e mostra 0 melhor

resultado em comparacao a todos os outros farmacos inibidores do Nox (Wind et al, 2010).

Reacdes de nitracdo e nitrozilacdo podem levar a inibicdo da NADPHox, assim como
bloqueadores sulfidrilas. O 4-hidroxinonenal, o maior produto da peroxidacdo de membranas,
inibe a NADPH com um ICs, de 19 pumol/L, através do bloqueio de grupamentos tidis (-SH)
(Babior, 1999). Além desses, o 6xido nitrico ("NO), nitrosotidis (RSNO), a grelina, 17p-
estradiol e as maiores trés classes de medicamentos para o sistema cardiovascular, as
estatinas, inibidores da hidroxi-3-metil-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA), inibidores da
enzima conversora de angiotensina (ECA) e antagonistas para o receptor AT, indiretamente
atuam na supressdo da NADPHox vascular (Dusting, Salemidis & Jiang, 2005; Guzik &
Harrison, 2006).

3.6. Modelos animais para dietas alcoolicas

Na década de 1940, tomou-se conhecimento que roedores voluntariamente podem
consumir alcool em experimentos de laboratério (Richter & Campbell, 1940). Observacoes a
respeito desse tema colocam ratos e camundongos como ideiais para isso (Besancon, 1993) e
0 uso de modelos animais tém contribuido enormente para a compreensdo dos disturbios
provocados pelo consumo de bebidas alcodlicas. Entre os modelos mais desenvolvidos estdo
0s para estudo dos disturbios relativo ao espectro de doencas hepéticas e distirbios de
comportamento. Modelos para o estudo do espectro de doencas hepaticas de origem alcoodlica
sdo desenvolvidos, especialmente para o avaliar a severidade da injuria provocada pelo
consumo, estado nutricional, hipoxia, apnéia do sono e o tabagismo, além da regulacéo génica

e mecanismos bioguimicos envolvidos (Nanji & French, 2003).

As formas mais comuns de inducéo a intoxicacdo aguda e/ou cronica pela ingestao
do etanol nesses modelos animais envolvem os modelos de ingestdo intragastrica por gavage,
de consumo forgado espontaneo e de injecdo intraperitoneal. Em estudos para os efeitos

agudos, o figado é usualmente examinado poucas horas depois e a concentracdo de alcool



nestes animais variam ~250 — 450 mg/dL, similar as concentragdes observadas em humanos

logo depois de consumir bebidas alcoodlicas (Hall et al, 2001).

Em geral, apresenta-se em estudos para os efeitos crénicos com variacGes para dois
modelos animais, um modelo para dieta totalmente liquida de etanol ad libitum ou de infuséo
intragéstrica, ou de um modelo para uma fusdo de dieta liquida e sélida, onde o etanol é
suplementado na dgua de beber com a dieta sélida através de racdo comercial ou através de
racao ad libitum suplementada com agar contendo etanol a uma concentracdo de 30-40% de
etanol (Bautista, 1997). Neste caso, a alcoolemia varia de 50 — 150 mg/dL, um valor que
provoca alteracdo da locomogdo em humanos. As dietas liquidas e a mistura de dietas liquida
e solida podem rapidamente desenvolver a esteatose (Lieber & DeCarli, 1982). Os animais-
controle para esses experimentos sao baseados e colocados nos experimentos para equivaler

ao consumo nutricional e calorias da dieta alcodlica.

Alguns experimentos sdo questionaveis, de acordo com o modelo de animal
utilizado. O C57BL/6 € pontuado desenvolver alta preferéncia pelo alcool, mas parece nao
desenvolver comportamento para o vicio. O que implica a ndo desenvolver descontrole sobre
0 consumo de bebidas alcodlicas, ou seja, esses animais ndo seria um modelo ideal para a
pesquisa do vicio. No entanto, esse modelo é largamente descrito na literatura para estudos de
efeitos metabdlicos e cardiovasculares do alcool e se apresenta como um modelo favoravel
nesses estudos (Spanagel, 2000). Entretanto, devido a aversdo natural ao etanol e bebidas
alcodlicas comuns aos roedores, estudos preferem oferecer baixos volumes de alcool
misturados ao sabor doce. Entdo, ratos e camundongos tendem a beber mais alcool do que
agua, com excecdo da linhagem de ratos que naturalmente preferem alcool, os ratos P
(McBride & Li, 1998).



4. MATERIAIS & METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Animais

Os animais utilizados neste estudo foram camundongos C57BL/6 machos com idade
variando entre 12 e 20 semanas, provenientes do biotério central da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), alojados em gaiolas coletivas (30x19x13 cm) no Laboratério de
Experimentacdo para camundongos C57BL/6 do Laboratério de Reatividade Cardiovascular,
Setor de Fisiologia e Farmacologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Salde da
Universidade Federal de Alagoas. Durante todo o periodo experimental foram mantidos sob
condigbes padrdo de experimentagdo animal (ciclo de iluminagdo automatizado de
claro/escuro de 12 horas, com luzes acesas as 7 horas e desligadas as 19 horas, manutencao da

temperatura ambiente a 23 £ 2 °C e fornecimento de racdo e agua a vontade).

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas (CEP/UFAL), sob o processo n° 009431/2009-
29 (anexo I).

4.1.2. Lista de Solucdes & Reagentes

4.1.3. Solucgbes

4.1.3.1. Solugdo corante de Azul de anilina-acética

Composicdo: 5 g de azul de anilina, 8 mL de acido acético PA e 200 mL agua destilada.
4.1.3.2. Solucgdo corante de Fucsina &cida - escarlate de Biebrich

Composicdo: 10 mL de solucdo aquosa a 1% de fucsina &cida e solucdo aquosa a 1% de

escalarte de biebrich e 4cido acético.



4.1.3.3. Solugéo Corante de Hematoxilina de Harris

Composicéo: 5 g de hematoxilina, sulfato de aluminio e aménio, 50 mL de EtOH 95%, éxido

de mercurio vermelho, 40 mL de &cido acético PA e 1 L de a4gua destilada.
4.1.3.4. Solucéo Corante Hematoxilina férrica de Weigert

Composicgéo - Solugdo A: 1 g de Hematoxilina e 100 mL de EtOH PA; solugéo B: 4 mL de
cloreto férrico a 30%, 1 mL de &cido cloridrico (HCI) e 100 mL de agua destilada.

4.1.3.5. Solucéo salina 0,9%
Composicdo paral L: 9 gde NaClem 1 L de solucéo de agua.
4.1.3.6. Solucdo Tampao fosfato (0,1 M)

Composicdo para 1 L: 1 g de cloreto de sodio (NaCl), 0,2 g de cloreto de potassio (KCI), 1,44
g de hidrogenofosfato dissddico (Na;HPO,), 0,24 g de diidrogenofosfato de potassio
(KH,PO,).

4.1.3.7. Solucdo Tampao de Lise (RIPA)

Composicdo: 150 mM de NaCl, Triton X-100, 0,5% do deoxicolato de sédio, 0,1% do dodecil
sulfato de sédio (SDS), 50 mM Tris e coquetel de inibidores de proteases, Ortovanadato de
sodio, pH 8,0.

4.1.3.8. Procedéncia dos Reagentes & Substancias
Dr. Oetker® - Esséncia aromatizante sabor morango;

LabTest® - “Kits” colorimétricos de Albumina sérica, Alanina aminotransferase e Aspartato

aminotransferase, Colesterol total, Fosfatase alcalina, Lactato desidrogenase e Triglicerideos;
Merck® - Peréxido de hidrogénio (H0,) e azul de anilina;

Sigma-Aldrich® - Acido tiobarbittrico, Albumina de soro bovino (BSA), Apocinina
(A10809), Formaldeido a 10% tamponado, hidroxitolueno butilado (BHT), Ortovanadato de
sodio, quite colorimeétrico Superdxido dismutase (Fluka 19160) e Reagente de Bradford.



Synth® - Acido acético PA, Etanol (EtOH) 99,8% PA, Glicose anidra, KCI, NaCl, Sacarose e
Xilol.

Inlab — Escarlate Biebrich, Eosina, Fucsina, Hematoxilina e parafina (PF: 54-56 °C e 56-58
°C);

Invitrogen® - dodecil sulfato de sodio (SDS);

Parinex® - Heparina;

Humulin® - Insulina de agéo répida recombinante humana;
Roche Diagnostic® - Coquetel de inibidores de proteases;

Vetec® - 4cido fosfomolibdico, acido fosfotiingstico, Cloroférmio PA e metanol PA.



4.2. Métodos
4.2.1. Desenho Experimental

Apb6s um periodo de ambientacdo, os animais foram aleatoriamente selecionados
para a composicdo dos grupos experimentais, segundo fornecimento da dieta liquida forcada:
o grupo CT (n = 07) recebeu agua mineral; o grupo 1SO (n = 07) recebeu uma solucdo de
sacarose 290,5 g/L em &gua mineral; o grupo EtOH (n = 07 a 09) recebeu uma solucdo etilica
a 20% (etanol absoluto PA 99,8° na 4gua mineral) contendo solucdo aromatizante de morango
(Dr. Oetker®, Brasil) em proporgéo 1:100, a fim de melhorar a palatabilidade. Como forma de
adaptacdo e para evitar perdas por morte, este grupo recebeu de forma breve e gradual, 5%
(v/v) de etanol na primeira semana, 10% (v/v) na segunda semana e 20% (v/v) na terceira
semana e mantido por mais 12 semanas (Tirapelli et al, 2006; Resstel et al, 2006). O grupo
EtOHapo (n = 07 a 09) recebeu solucdo de etanol a 20% (etanol absoluto PA 99,8° em agua
mineral) acrescida de uma dose de apocinina (A10809, Sigma-Aldrich®) equivalente a 50
mg/kg/dia na agua de beber, fornecida de forma gradual, similarmente ao grupo EtOH.
Semanalmente, a dose de apocinina foi ajustada através do calculo da média de peso corporal
grupal e do consumo médio de liquidos do grupo. O contelddo das garrafas era substituido a
cada dois dias, como forma de minimizar possiveis erros em consequéncia de evaporacao dos

liquidos. O periodo experimental para todos os grupos foi de 14 semanas.

Para evitar possiveis vieses, grupos experimentais foram exclusivamente montados
para analises especificas de pressao arterial sistolica (grupo 01), testes metabolicos (grupo 02)

e para analise bioquimica e balanco oxidativo (grupo 03).
4.2.2. Determinacdo do peso corporal e consumo

Para determinar possiveis alteragdes do tratamento dietético liquido sobre o perfil

corporeo dos animais tratados foram realizadas as avaliacBes descritas na sequéncia.
4.2.2.1. Peso Corporal

Os animais dos diferentes grupos foram pesados antes da intervengdo experimental
(tempo 0) e semanalmente durante o periodo experimental, respeitando-se os dias e horarios

para a avaliagdo, em balanca semi-analitica (0,001g; Shimadzu®).



4.2.2.2. Consumo liquido e alimentar

A administracdo das solucdes para dieta liquida foi de carater forcado por via oral,
fornecida em garrafas-bebedouro em volume regulado antes e durante todo o periodo
experimental. A média de consumo grupal foi verificada a cada dois dias, sendo substituido o
volume consumido. Este procedimento objetivou, principalmente, minimizar possiveis perdas
em decorréncia da evaporacao do teor etilico das mamadeiras. As soluces foram preparadas
em volume de estoque em garrafas plasticas vedadas e acondicionadas em geladeira, com
excecdo da dieta EtOHapo, que era preparada imediatamente antes da troca e substituida a
cada dois dias.

A média do consumo alimentar de racdo dos grupos foi verificada antes do inicio do
tratamento experimental e durante as 14 semanas seguintes. Este parametro foi calculado
através da diferenca da quantidade oferecida e o restante presente nas gaiolas. Essa medida foi
realizada semanalmente. Ambas as mensuracGes foram tomadas, respeitando-se 0s mesmos
dias e horéarios de avaliacdo. A média de ingesta sélida e liquida coletiva diaria foi dada em
gramas e em mililitros, respectivamente. Para o célculo do consumo energético foi utilizado
as informag@es fornecidas pelo fabricante (Nuvilab® CR-1 contendo 62,6% (2.200 Kcal/kg)
de carboidratos, 25,6% (900 Kcal/kg) de proteinas e 11,8% (414 kcal/kg) de lipidios,
fabricada no Brasil). Os valores foram estimados por média coletiva grupal, dados em

quilocalorias (kcal) normalizados pelo peso individual semanal de cada animal.
4.2.3. Teste de Tolerancia a Glicose

Para determinar o efeito da cronicidade alcodlica sob o metabolismo da glicose foi
realizado o teste de tolerancia a glicose (TTG). Este foi iniciado apds a submissdo dos animais
a 12 horas de jejum noturno, por aplicacdo intraperitoneal de uma solucéo de glicose a 20%
(dose 29.Kg™) e, a partir de leve picote da cauda, uma gota de sangue foi ordenhada para a
afericdo da glicemia antes da aplicacao (tempo zero) e nos tempos de 15°, 30°, 60°, 90’ e 120°
em aparelho glicosimetro (Roche®; modelo Accu-Chek Performa). O teste foi realizado

durante o periodo matutino apds 14 semanas completas de tratamento.
4.2.4. Teste de Sensibilidade a Insulina

Para determinar o efeito da cronicidade alcodlica sob a sensibilidade a insulina foi

aplicado o teste de tolerancia a insulina (TSI). Similar ao TTG, o TSI foi realizado através da



aplicacéo intraperitoneal de uma solucdo de insulina (0,1 U.mL™) de agéo rapida (Humulin®)
na dose 0,75U.Kg™. O teste foi realizado durante o periodo matutino, e sem restricao

alimentar, de modo a evitar o estresse e/ou a morte dos animais durante o teste.
4.2.5. Determinacdo da Pressdo arterial sistolica (PAS) e da Frequéncia cardiaca (FC)

As medidas foram obtidas pelo método indireto, através da plestimografia de cauda
no periodo basal e semanalmente durante doze semanas sequenciais do protocolo
experimental nos camundongos conscientes. Como forma de adaptagdo e para diminuir o
estresse a0 ambiente novo e contencdo necessaria, cinco dias antes da primeira afericdo, 0s
animais foram adaptados em cilindro de contensao de acrilico com abertura para o focinho e
cauda, proprio para camundongos por cinco minutos. Este procedimento foi realizado uma

vez por dia durante o tempo de adaptagéo supracitado.

Apds este periodo, foram determinados os niveis da PAS (mmHg) e da FC (bpm).
Para tanto, os animais foram colocados em contensdo e aquecidos por iluminacéo
incandescente localizada superior e imediatamente sobre o dorso do animal por trés a cinco
minutos. Em seguida, o oclusor e o sensor, especificos para camundongos, foram ajustados a
porcdo proximal da cauda do camundongo. Aclopados a um esfigmomandmetro elétrico, que,
por sua vez, estava conectado a um sistema de transducdo analégico-digital (PowerLab®,
ADinstruments, Melbourne, Austrélia).

Foram realizadas, no minimo, seis afericdes por animal (4 a 5 animais/grupo). O

valor final da PAS e da FC foi obtido pelas médias aritméticas das medidas sequenciais.
4.2.6. Sacrificio dos animais e coleta dos tecidos

Ao término do periodo experimental do protocolo dietético liquido de 14 semanas e
observando-se um pernoite de restricdo alimentar (minima de 12h e méxima de 16h) e sob
anestesia de Ketamina/Xilazina (110/10 mg/Kg i.p.), os animais foram sacrificados por
puncédo do ventriculo direito e o sangue coletado em microtubos plasticos heparinizados (500
U/mL). As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm/10’ ¢ o plasma foi selecionado em
aliquotas e imediatamente congeladas em gelo seco. Apds a retirada do sangue, a cavidade
torécico-abdominal foi aberta e todos os o6rgdos foram perfundidos por solucdo salina
heparinizada (300 U/mL) através do ventriculo esquerdo. Apds esse procedimento, foram

cuidadosamente retirados e lavados individualmente em solucéo salina 0,9% estéril e retirado



0 excesso de fluidos em papel absorvente conveniente, pesados em balanca semi-analitica:
cérebro, coracdo, pulmdes, figado, rins, adiposo epididimal, adiposo perirenal, adiposo
mesentérico, gastrocnémio, intestino. Em seguida, foram imediatamente acondicionados em
gelo seco e colocados em estoque permanente em bioultrafreezer (-86°C). A tibia também foi

retirada e guardada em -20°C para posterior avaliagdo do crescimento corporal.
4.2.7. Medida de crescimento corporal

Como estimativa de crescimento longitudinal, a tibia direita foi retirada e limpa de
tecidos conectivos e sua medida de comprimento realizada com o auxilio de um paquimetro.
A avaliacdo também se deu através da normalizacdo da relacdo peso corporal/comprimento
tibial (g/cm).

4.2.8. Perfil lipidico plasmatico

Os niveis plasméticos de colesterol e triglicerideos circulantes foram mensurados
através de “Kits” comerciais colororimétricos (Labtest®), adaptando-se o protocolo do
fabricante para leitura em microplacas. As amostras foram diluidas em solucdo tampéo PBS
0,01M (1:50 e 1:25, respectivamente). Em seguida, foi-se adicionado 100 pL do reagente em
100 nL da amostra diluida. A placa foi incubada por 20’ ¢ 15°/37°C, ¢ a leitura da absorvancia
em leitor de microplacas (Termoscientific®, Software 2.4 Multiskan Spectrum) foram a 492

nm.

Para a determinacdo dos valores séricos das lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL), utilizou-se da equacdo de Friedewalt (Friedewalt, Levi & Fredrickson, 1972):
VLDL= Triglicerideos/5.

4.2.9. Avaliagdo hepatica

O tecido hepatico foi selecionado para analise bioguimica e histoldgica, assim houve
especial cuidado ao tecido hepatico, a fim de evitar lesdo mecanica antecipada que pudesse

comprometer posteriores experimentos neste tecido.
4.2.9.1. Perfil lipidico hepético

Utilizando-se do método gravimétrico, os lipidios hepaticos foram quantificados
(Folch, Lees & Sloane Stanley, 1957). A partir de 100 mg de tecido hepatico homogeneizado



em solucdo cloroférmio e metanol (2:1) em volume final de 20 vezes a do tecido. Apds a
homogeneizagéo, foi adicionado 400 pL de metanol. O homogenato foi centrifugado a 3000
rpm/10° a temperatura ambiente e o sobrenadante reservado em tubo previamente pesado,
onde foram acrescentados 800 pL de cloroformio e 640 pL de cloreto de sodio a 0,73% e
apos nova centrifugagdo nas condicOes descritas. A fase inferior foi lavada trés vezes com 600
uL de solucdo de Folch (cloroférmio a 3%, metanol a 48%, 47% de agua destilada e 2% de
cloreto de sddio a 0,29%). Apds cada procedimento de lavagem, os tubos foram submetidos a
ciclos de centrifugacdo e o sobrenadante desprezado. Os extratos lipidicos foram obtidos a
partir da evaporacdo total da solugdo de Folch restante em estufa por 24 h a 37°C ou até a
evaporacao total. Os lipidios hepéaticos foram quantificados pela diferenca da pesagem do
tubo mais a amostra de lipidios pelo peso do tubo inicialmente, em balanca analitica (0,0001
g; Shimadzu ®).

Os niveis de colesterol e trigliceridios hepaticos foram mensurados através de uso de
“Kit” comercial (Labtest®), seguindo metodologia do fabricante, adaptando a leitura para

microplacas (Termoplate®, Software 2.4 Multiskan Spectrum) a 492 nm.
4.2.9.2. Balanco Redox

A atividade enzimatica do balango Redox hepatico foi avaliada através da mensuragédo
das enzimas Catalase e Superdxido dismutase e a medida da peroxidacéo lipidica hepatica, a
partir do homogenato de tecido hepatico em tampdo RIPA e da peroxidacdo lipidica

plasmatica.
4.2.9.3. Medida da atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada em homogenato do tecido hepatico diluido 1:100
através de um “Kit” comercial colorimétrico (Fluka 19160, Sigma Aldrich®), seguindo as
recomendacdes do fabricante. O método foi adaptado para microplacas de 96 pocos
(Termoscientific®, Software 2.4 Multiskan Spectrum) com leitura espectrofotométrica a 450
nm. Os dados foram normalizados pela concentracdo de proteinas totais no figado, utilizando
0 método de Bradford (Bradford, 1976).

Sucintamente, 0 método é baseado na utilizacdo do sal hidrossoluvel, o Tetrazolio,2-
(4-lodofenil)-2-(4-dinitrofenil)-2H-(5-tetrazélio)-1,3-benzeno dissulfonado, conhecido

também por WST-1. Este sofre reducdo do *O, e o produto formado é WST-1 “formazan”,



um cromégeno de cor amarela. A taxa de reducdo com O, é linearmente relacionada a
atividade da xantina oxidase (XO) e inibida pela SOD. Assim, a atividade desta Gltima é
expressa como porcentagem de inibicdo da XO pela SOD. A Figura 03 mostra o principio da

reacao.

Figura 07 - Principio do ensaio da atividade da Superéxido dismutase (SOD), segundo o “Kit” Fluka
19160. O sal hidrossoltvel, o Tetrazdlio, 2-(4-lodofenil)-2-(4-dinitrofenil)-2H-(5-tetrazdlio)-1,3-
benzeno dissulfonado, conhecido também por WST-1. Este sofre reducdo do ‘O, e o produto formado
¢ WST-1 Formazan, um cromégeno de cor amarela. A taxa de reducdo com O, é linearmente
relacionada a atividade da xantina oxidase (XO) e inibida pela SOD.

Xantina
0, 20, WST-1 Formazan
H,0, 20," WST-1
Acido drico *

0, + H,0,

Fonte: Fluka 19160.

4.2.9.4. Medida da atividade da Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi mensurada através de metodologia desenvolvida por Rabélo
sob processo de patente, e este se encontra em fase obtencdo da protecdo intelectual. Por este
motivo, ndo ha descricdo detalhada para reproducdo metodolégica. Em resumo, procedeu-se
neste o preparo dos reagentes imediatamente antes da reacdo. Utilizou-se diluicdo 1:600 de
homogenato hepéatico em tampdo PBS 10 pL mais 20 uL de H,O, (0,001 M) adicionados a
microplaca e um cromégeno pipetado diretamente na placa. O produto reacional final foi lido
em leitor de microplacas a 540 nm em leitor de microplacas (Termoscientific®, Software 2.4
Multiskan Spectrum). Foi realizada curva-padrdo para calculo das amostras. A atividade

enzimatica foi normalizada por concentracéo de proteinas totais hepatica (Bradford, 1976).

4.2.9.5. Peroxidacéo lipidica hepatica e sistémica



A medida da peroxidacdo lipidica foi baseado no método descrito por Wallin et al
(1993), adaptado para leitura em microplaca através da detecgcdo das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico (SRATB). Esta avaliacdo é indireta e detecta a presenca do metabdlico
malonildialdeido (MDA). Amostras de homogenato hepatico (100 pL) e plasma (100 pL),
individualmente foram misturadas a 10 pL do antioxidante hidroxitolueno butilado,
conhecido pela sigla inglesa BHT (Butylated hydroxytoluene) e a 1250 pL de uma solucéo de
4cido tiobarbittrico a 1,3% (Sigma Aldrich®). Depois disso, as amostras foram incubadas a
100°C/60° e seguiu-se em banho de gelo/10’ para interromper reagao. As amostras foram
centrifugadas 3000 rpm/15° a temperatura ambiente. A leitura da absorbancia foi realizada
em leitor para microplacas (Termoscientific®, 2.4 Multiskan Spectrum) a 532 e 600 nm.

4.2.10. Morfologia hepatica

O lobo maior (lobo direito) hepatico foi utilizado como referéncia para a anélise
histologica. Sec¢bes teciduais distais com aproximadamente 5 mm de espessura foram fixadas
em formalina tamponada a 10%. Apds esse procedimento, desidratadas em concentracdes
crescentes de etanol (70%, 90%, 100% e 100% por 5’ cada), diafanizados em xilol (dois
banhos de 60’ cada) e impregnados por parafina (dois banhos em parafina 57-58°C/ 60’ cada)
e incluidos nesta (55-56°C). Em seguida, foram realizadas sec¢des seriadas 4-6 pum em

micrétomo (Leica®) e colocadas em laminas de vidro.

O lobo direito e quadrado também serviram de referéncia para sele¢éo tecidual para
dosagem bioquimica tecidual. Aproximadamente 100 mg de fragmento tecidual foi reservada

para analises posteriormente descritas.
4.2.10.1. Coloracéo hematoxilina-eosina (H&E)

As seccles histologicas foram desparafinadas sequencialmente em imersées de xilol
(trés banhos). Na sequéncia, foram hidratadas em banhos de concentragdes decrescentes de
etanol (100%, 100%, 90% e 70%) em &agua destilada. Em seguida, o material bioldgico foi
corado em hematoxilina de Harris/60°’, lavado em agua corrente/5’ e novamente corado em
eosina/60’’. Apos este processo, foram desidratadas em banhos crescentes de etanol (70%,
90%, 100%), clarificadas em xilol e montadas laminas permanentes para analise

histopatolégica posterior.



As imagens representativas foram capturadas utilizando-se um sistema de captura de

imagens computadorizado aclopado ao microscépio 6ptico (Nikon DS-Ril).
4.2.10.2. Coloracéo tricromo de Masson

Para evidenciar deposicdo do colageno tipo | decorrente do tratamento dietético com
possivel instalacdo de estado fibrotico, foi realizada a coloracdo de tricromo de masson.
Similar a H&E, seccBes histologicas foram desparafinadas em banhos sequenciais de xilol
(trés banhos), hidratadas em banhos de concentracdes decrescentes de etanol (100%, 100%,
90% e 70%) e em agua destilada. Em seguida, foram coradas em hematoxilina férrica de
weigert/5’, lavadas em 4gua corrente/5’ e agua destilada/5’ e coradas em fucsina acida e
escarlate Biebrich/5’, sendo lavadas em dois banhos de agua destilada/5’ cada, em sequéncia
tratadas pelo acido fosfottngstico e &cido fosfomolibdico (1:t1). Por Gltimo, coradas pelo azul
de anilina-acética/15’, lavadas em agua destilada e diferenciadas por solugdo acética a 1%.
Apds este processo, foram desidratadas em banhos crescentes de etanol (70%, 90%, 100%),

clarificadas em xilol e montadas ld&minas permanentes.

As imagens representativas foram capturadas utilizando-se um sistema de captura de

imagens computadorizado aclopado ao microscopio éptico (Nikon DS-Ril).
4.2.10.3. Quantificacdo de vacuolos

Os cortes de tecido hepatico corado em H&E foram analisados no aumento de 40x,
100x e 400x em microscépio Optico (Olympus). Adotou-se o seguinte critério avaliativo:
foram fotografados, ao menos, trés (100x) e cinco (400x) diferentes campos apropriados (sem
ranhuras, dobras ou bolhas) para descricdo de achados morfologicos nos grupos. A partir
destas fotomicrografias, a presenca de vacuolos (esteatose) foi graduada por método
semiquantificativo com adaptacbes (Hong et al, 2004), baseado na porcentagem de
hepatécitos envolvidos: grau 0 — > 5% de hepatécitos envolvidos, grau 1 — 5% - 33% de
hepatdcitos envolvidos, grau 2 — 33%-66% de hepatdcitos envolvidos, grau 3 — > 66% de

hepatdcitos envolvidos.

As imagens representativas foram capturadas utilizando-se um sistema de captura de

imagens digital computadorizado aclopado ao microscopio optico (Nikon DS-Ril).



4.2.10.4. Estadiamento da lesdo hepética

Os aspectos e diagnostico histopatoldgico foram avaliados nas laminas de H&E
(coloracéo de rotina) e de tricromo de Masson, qualitativamente por um patologista experiente
(Profa. Maria das Gragas Soares Moura Resende, CRM-AL 1019). A avaliagdo tomou por
referéncia 0 modelo de desenvolvimento de esteatohepatite, baseados na presenga do
diagnostico de esteatohepatite (1), possivel esteatohepatite ou caso-limite (2) e auséncia de
esteatohepatite (3). A graduacdo foi baseada na presenca de cinco amplas caracteristicas
reconhecidas na doenca hepatica: esteatose, inflamacdo, injdria ao hepatdcito, fibrose e outros
aspectos variados possiveis de serem encontrados em modelo de esteatohepatite - corplsculos
de Mallory e nucleo glicogenado (Kleiner et al, 2005). Os resultados foram alocados

individualmente por animal em tabela propria.

4.2.11. Atividade enzimatica e niveis séricos de proteinas totais e albumina dos principais

marcadores de lesdo hepatica

Para avaliar o estado funcional e possiveis danos provocados pelo consumo dietético
crénico de etanol ao tecido hepatico, foram avaliados niveis séricos de proteinas totais e
albumina e a atividade enzimatica das aminotransferases alanina (ALT) e Aspartato (AST),
fosfatase alcalina (FAL), y-glutamiltransferase (y-GT) e a desidrogenase latica (DHL). Para a
realizacdo destes procedimentos, o plasma foi utilizado e obtido do sangue coletado conforme
descricdo feita no subitem 4.6. O sangue foi centrifugado a 4000 rpm e o plasma foi
imediatamente selecionado e congelado em gelo seco. Logo ap0s, as amostras plasmaticas

foram transferidas e mantidas em bioultrafreezer -86°C até 0 momento das analises.

As andlises foram realizadas segundo descricdo da metodologia recomendada pelo
fabricante de “Kit” colorimétricos da LabTest®, adaptando os protocolos para leituras em
microplacas (Termoplate®, Software 2.4 Multiskan Spectrum). Foram feitas aliquotas do
plasma em diferentes diluicdes em tamp&o PBS 0,01 M, conforme o parametro a ser analisado
e com respectiva leitura espectrofotométrica: AST (1:4), A = 340 nm; ALT (1:2), A = 405;
FAL (1:2), A =405; y-GT (1:2), A =405 nm; DHL (1:2), A = 500 nm; albumina (1:100), A =
630 nm e proteinas totais (1:500), A = 595 nm. A razdo AST/ALT foi obtida pela atividade

das respectivas enzimas.



4.2.12. Anélise e Expressdo de dados

Todos os dados foram expressos em média e erro padrdo da media (média + epm).
Foi utilizada a analise de variancia simples em uma ou duas vias, seguindo do pos-teste de
Kramer-Tukey ou Bonferroni. Foi utilizado teste exato de Fisher para estudo histopatologico.
Para as demais anélises foi utilizado o teste t ndo-pareado quando apropriado. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Utilizou-se o programa Excel®
(Microsoft, Santa Barbara, CA, USA) e Graph pad Prism® 5.0



5. RESULTADOS

5.1. Avaliagdo do peso corporeo e consumo dos camundongos C57BL/6

O tratamento etandlico induziu mudancas no peso corporal dos animais tratados com
apocinina a partir da 13* semana de tratamento, evidenciando menor peso corporal do
EtOHapo quando comparado ao CT. Essa diferenca foi estatisticamente significativa na 132
semana (p < 0,01) e manteve-se na 142 semana (p < 0,05). Estes dados mostram que o
tratamento cronico etanolico, associado a apocinina (50 mg/kg) promove manutencdo e
reducdo no ganho de peso corporal de animais C57BL/6 machos tratados por 14 semanas.
Ocorre também, a partir da décima terceira semana aumento significativo de peso corporal do
grupo ISO (p < 0,05) em relacdo ao EtOHapo e ndo foi verificada quando comparada aos
grupos CT e EtOH. Além disso, esta diferenca ndo se mantém até o final do tratamento
(Figura 08, a).

Para o consumo energético em quilocalorias/dia avaliado como média de consumo de
liquidos e quanto ao consumo grupal de racdo, normalizado pelo peso corporal de cada
animal, apresentou aumento estatisticamente significativo de consumo cal6rico para 0 grupo
ISO, controle positivo as calorias ingeridas pelo grupo EtOH. Tornando estatisticamente
significativo a partir da quinta semana e estendeu-se até ao final do tratamento quando
comparado aos animais CT (Figura 08, b). Nas figuras 08, ¢ e d, € mostrada a média de
consumo diario/semana de racdo e de liquidos em se percebe maior consumo de liquidos

pelos animais e ISO e de menor consumo para 0s animais que consumiram dieta etilica.



Figura 08: (a) Peso corporal dos camundongos tratados apds 14 semanas em dieta liquida
alcodlica. ANOVA duasvias, seguido do pos-teste de Bonferroni. ** P < 0,01, ISO comparado ao
EtOHapo. Amostra de sete animais por grupo. (b) média do consumo energético em kcal/dia
normalizado pelo peso corporal em gramas. *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 comparado ao
CT, Amostra de 3-4 animais por grupo.
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5.2. Avaliagdo do consumo de liquidos e de racéo

A Tabela 2 apresenta o perfil do consumo global dos animais submetidos ao
tratamento alcodlico de liquidos e de racdo, e as quilocalorias ingeridas. O consumo alimentar
em gramas e em quilocalorias apresentou-se estatisticamente reduzido nos grupos 1SO (p <
0,001) e EtOH (p < 0,05) quando comparados ao grupo CT. Enquanto no que se refere ao
consumo de liquidos, este parametro foi maior nos animais 1ISO (CT vs 1SO, p < 0,001) e
apresentou-se reduzido nos animais EtOH (CT e 1SO vs EtOH, p < 0,001) e EtOHapo (ISO vs
EtOHapo, p < 0,01).

O consumo da solucdo de sacarose apresentou-se significativamente elevada no
grupo ISO (CT vs ISO, p < 0,001) e diminuido nos grupos EtOH (CT e ISO vs EtOH, p <
0,001) e EtOHapo (CT vs EtOHapo, p < 0,01; 1SO vs EtOHapo, p < 0,001) e o consumo
energético fornecido por essas dietas também tiveram perfis semelhante. O consumo
energético total fornecidos pelas dietas foi estatisticamente significativo para o grupo 1SO
(18,44 £ 1,01, p < 0,001) quando comparado ao CT. Entretanto, quando se compara o total de
calorias ingeridas pelo grupo EtOH e EtOHapo, em relacdo ao grupo CT, essa diferenca ndo



permanece. O que indica que o acréscimo caldrico da dieta etandlica para os grupos EtOH e
EtOHapo ndo ampliou o consumo de calorias totais.

Destaca-se também que o consumo em gramas de etanol pelos grupos EtOH e
EtOHapo apresentou média diaria em gramas de etanol por consumo de 0,382 g (0,024 g/kg)
e 0,489 g (0,049 g/kg), respectivamente. Esse valor representa um baixo consumo alcodlico e

coloca este modelo para o consumo crénico leve.

Tabela 02. Caracteristicas gerais do consumo alimentar dos camundongos C57BL/6 ap6s 14
semanas de consumo etandlico .

CT(3) 1SO (3) EtOH (4) EtOHapo (4)
Consumo alimentar (g/dia) 341+1,3 1,96 +0,24 2 2,64+0,16 ° 292+1,17°
Consumo alimentar (Kcal/dia) 12 +0,44 6,9+0,84°2 9,29 + 0,56 °F 10,27+ 0,6 ©
Consumo liquido (mL/dia) 496+035 954+064% 242+018%%  314+0,17°"
Consumo liquido (Kcal/dia) - 11,54 +0,91 3,18+0,4¢ 4,01+0,44 ¢
Consumo energético total (Kcal/d) 12+0,44 18,44 +1,01° 1247+089¢  1428+0,95°

Os valores estdo expressos média £ epm. ANOVA uma-via, pés-teste de Kramer-Tukey. O nimero de camundongos esta
indicado entre parénteses.

4P < 0,001 comparado com CT. 4P < 0,001 comparado com ISO
PP < 0,01 comparado com CT P < 0,01 comparado com 1SO.
°P < 0,05 comparado com CT. P < 0,05 comparado com 1SO.

5.3. Perfil glicémicodo TTG e TSI

Os tempos avaliados nas curvas glicémicas mostraram que 0S grupos que
consumiram EtOH e EtOH mais apocinina durante 14 semanas ininterruptas exibiram perfil
bastante semelhante, havendo uma elevacdo inicial de glicose no tempo de 15° superior ao
grupo 1SO (p < 0,01) e ao CT. Nos tempos seguintes, mostram decaimento nos tempos
seguintes retornando ao perfil inicial de jejum. Os grupos controles CT e ISO que receberam,
respectivamente, agua mineral e solucdo de sacarose, apresentam perfis bem distintos. O
grupo ISO exibe curva menos acentuada em relacdo aos grupos que consumiram etanol, com
elevagdo de glicose plasmatica discreta no tempo de 15’ e tendéncia linear até o tempo de
120’ (Figura 9, a). Contudo, j& apresenta uma hiperglicemia de jejum (tempo zero), alterando
muito pouco a glicemia plasmatica apos a sobrecarga de glicose. O perfil glicémico do TTG
dos grupos € apresentado na area sob a curva (Figura 9, b). Esse exibe um perfil para
hiperglicemia para o grupo ISO (p < 0,05, comparado ao CT; p < 0,01 comparados ao EtOH e
EtOHapo).



Jé& para a curva glicémica do TSI realizada ap6s 14 semanas de tratamento alcodlico
(aplicagdo i.p. 0,75 U Kg™.), quando nos tempos 0’, 15°, 30’ e 60°, ndo exibe um perfil de
glicemia diferente estatisticamente entre os grupos tratados com EtOH, porém ha uma
elevacao da glicemia do grupo ISO a partir do tempo de 60’ e se torna significativa no tempo
de 120°, mostrando uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos I1SO e os
grupos tratados com etanol (p < 0,01). Esse padrdo sugere que 0s grupos tratados com etanol
apresentam resposta de maior sensibilidade a insulina em relagcdo aos grupos que consumiram
agua mineral ou sacarose e a adicdo de apocinina ndo ampliou esta resposta quando

administrada concomitante ao uso de solucdo alcodlica por via oral cronicamente.

Figura 09. a) Teste de Tolerancia a glicose intraperitoneal realizando em periodo de jejum
alimentar sélido noturno minimo de 12h e maximo de 16h. ANOVA, pés-teste Bonferroni; b) Area
sob a curva do teste de tolerancia, Teste t de Student ndo-pareado; c) Teste de Sensibilidade a
insulina intraperitoneal. ANOVA, poés-teste de Bonferroni e sua area sob a curva em d), Teste t de
Student ndo-pareado [ ## p < 0,01 comparado com ISO; * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < (0, 001
comparado com CT].
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5.4. Pressdo arterial sistolica (PAS) e Frequéncia cardiaca (FC)

Na avaliacdo da pressdo arterial sistolica (PAS) obtida por plestimografia de cauda
no periodo basal e nas doze primeiras semanas de tratamento etandlico, ndo foi observado
diferenca significativa da PAS entre os grupos tratados durante todo o tratamento (Figura 10)
e nem houve diminuicdo da presséo arterial basal. O tratamento cronico com etanol 20% em
dieta forcada ndo elevou a pressdo arterial sistolica e 0 uso da apocinina ndo alterou essa
resposta para nenhum dos grupos tratados. O gque se sugere que o tratamento alcodlico crénico
a 20%, dado a vontade, ndo induz a hipertensao sistolica e ndo alterou a FC em camundongos
C57BL/6 e o tratamento oral com apocinina ndo possui efetividade para alterar este parametro

nesse modelo (Figura 11).

Figura 10: Pressdo arterial sistélica (PAS) temporal (Basal a 122 semana de tratamento alcodlico)
avaliada por plestimografia de cauda dos C57BL/6 tratados por 14 semanas com dieta liquida —
agua mineral (CT=04), sacarose [290,5g/L] (ISO=04) e solucdo etilica 20% v/v (EtOH=05) e
solucéo de etanol 20% + Apocinina (50 mg/kg; EtOHapo=05).
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Figura 11: Presséo arterial sistélica (PAS) e Frequéncia cardiaca (FC) avaliadas no tempo final (122
semana de tratamento alcoolico) por plestimografia de cauda dos C57BL/6 tratados por 14 semanas
com dieta liquida — &gua mineral (CT=04), sacarose [290,5¢g/L] (1SO=04) e solucdo etilica 20% v/v
(EtOH=05) e solug&o de etanol 20% mais apocinina (50 mg/kg; EtOHapo=05).
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5.5. Avaliagéo do perfil biométrico

O ganho de peso corporal se mostrou diminuido nos grupos EtOH e EtOHapo
quando comparados ao CT (p < 0,01) e quando comparados ao grupo 1SO. Os grupos EtOH e
EtOHapo apresentaram peso corporal menor (p < 0,05) e (p < 0,001), respectivamente. O
crescimento 0sseo epifisario, avaliado através da tibia direita, a medida céfalo-caudal e

circunferéncia abdominal ndo exibiram diferencas estatisticamente significativas entre os

grupos (Tabela 03).

Tabela 03. Caracteristicas biométricas dos camundongos submetidos ao protocolo dietético etilico.

CT (7) 1SO (6) EtOH (9) EtOHapo (6)
Ganho de Peso (14 semanas) 4,41+0,34 3,38+£1,3 1,72+0,17°2 1,79+0,552
Peso corporal (g) 26,1 +0,4 26+1,4 245+10° 230+1,1%°
Tibia direita (cm) 1,76 £ 0,01 1,75+ 0,01 1,73 £0,02 1,72 £ 0,02
Comprimento céfalo-caudal (cm) 17,7+0,14 17+0,4 17,4+0,3 173+0,4
Circunferéncia abdominal (cm) 1,76 £ 0,02 1,75+ 0,01 1,73 +0,02 1,72 £ 0,02
Peso corporal/ tibia (g/cm) 14,92+ 0,3 149+0,72 14,10+ 0,51 13,43 + 0,62
Comprimento céfalo-caudal/ 224004  207+005 204003  2,01%0,07

circunferéncia abdominal (cm)

Os valores sdo expressos médiatepm. ANOVA uma-via, pos-teste de Bonferroni. O nimero de camundongos esta indicado
entre parénteses.

2P < 0,01 comparado com CT.
b P < 0,001 comparado com 1SO
P < 0,05 comparado com ISO.



O peso tecidual bruto dos 6rgdos e tecido selecionados apresentou padroes
diferenciados nos respectivos grupos tratados. A razdo de disposicdo de tecido adiposo
perirenal dos grupos tratados com etanol mostrou-se estatisticamente menor em relacdo ao
grupo I1SO (p < 0,05). De forma diferenciada, a razdo do peso intestinal apresenta-se
estatisticamente diminuido no grupo ISO em relacdo ao CT (Tabela 04) e, contrariamente,
houve uma elevacdo estatisticamente significativa do peso relativo intestinal do grupo
EtOHapo em comparacdo com o ISO (p < 0,05).

Tabela 04. Caracteristicas teciduais dos camundongos submetidos ao protocolo dietético etilico.

CT (7) 1SO (7) EtOH (7) EtOHapo (7)
Figado relativo (%) 45+0,12 46+04 4,94 +0,12 4,8+0,17
Adiposo Epididimal relativo (%) 1,73+0,5 2,03+0,3 1,14 £ 0,07 1,05+0,11
Adiposo Perirenal relativo (%) 0,4 +0,05 0,7+0,12 0,31+0,04° 0,32+0,08°
Adiposo mesentérico relativo (%) 197+0,12 2,04+£0,24 1,73+0,1 1,8+0,1
Adiposidade (%) 4,11+04 4,75 £ 0,65 31+0,14° 3,04+0,18°
Intestino relativo (%) 3,44 £ 0,07 2,72+0,22°2 3,34+£0,13 3,7+0,17°
Coracdo relativo (%) 0,47 £ 0,02 0,51+0,01 0,49 + 0,02 0,54 + 0,03
Cérebro relativo (%) 1,7 £0,02 1,67 £ 0,08 1,77 £ 0,04 1,76 £ 0,07
Gastrocnémico relativo (%) 0,5+0,04 0,45+ 0,05 0,54 + 0,06 0,49 + 0,05

Os valores sdo expressos média + epm. ANOVA uma-via, pds-teste de Tukey-Kramer. O nimero de camundongos esta
indicado entre parénteses.

4P < 0,05 comparado com CT.

®p < 0,05 comparado com 1SO.
“P < 0,01 comparado com 1SO.

5.6. Avaliacao do perfil lipidico hepatico

O perfil lipidico hepético, avaliado ao final das 14 semanas, mostrou-se
significativamente alterado nos grupos que receberam dieta liquida alcodlica. Os grupos ISO,
EtOH e EtOHapo exibiram aumento estatisticamente significativo de lipidios totais no figado
qguando comparados ao grupo CT (figura 12, a). No entanto, essa elevacdo estatisticamente
significativa sé se evidencia para o grupo EtOHapo, quando os lipidios totais ¢ normalizado

pelo peso tecidual hepatico (figura 6,b).

Os niveis de triglicerideos hepaticos se mostraram significativamente maiores para o
grupo 1SO (figura 6, ¢) quando comparado ao CT (p < 0,001), e se manteve elevado para 0s
grupos que consumiram e etanol concomitante a apocinina. Ja o teor de colesterol hepatico

ndo se apresentou alterado entre os grupos (figura 12, d).



Triglicerideos hepético (mg/dL)/ peso tecidual (mg)

Figura 12: Lipidios totais hepaticos (a); Lipidios totais/ peso hepatico (b); trigliceridios (c), e colesterol (d)
hepético dos camundongos C57BL/6 tratados por 14 semanas em dieta liquida - &gua mineral (CT), sacarose
[290,5 g/L] (I1SO) e solucdo etilica 20% v/v (EtOH) e solucdo 20% + Apocinina (50 mg/Kg). Teste t de Student
ndo-pareado. Cada barra do aréafico representa a média £ EPM [*p < 0.05. ** p < 0.01, *** p < 0.0011.
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5.7. Avaliacao do perfil lipidico plasmatico

A figura 13 apresenta os niveis de triglicerideos e colesterol plasmético dos animais
tratados por 14 semanas. Observa-se nos graficos (Figuras 13 a,b) que ndo houve diferenca
significante entre 0 CT e EtOH ou CT e EtOHapo. No entanto, o perfil lipidico para o
controle positivo 1SO, observado no plasma para triglicerideos, € menor em relacdo ao CT e
aos tratados com dieta etandlica, o que mostra uma relacdo inversa de acumulo de
triglicerideos maior no tecido hepatico do que aos valores circulantes. Em contraste, o
tratamento apenas com etanol a 20% e/ou associado & administracdo de apocinina nao

modificou este perfil metabdlico.

Os valores séricos de VLDL obtidos a partir da férmula proposta por Friedriwalk, a

saber, VLDL= Triglicerideos/5, ndo demonstraram alteracdo estatisticamente significativa



entre 0S grupos, pois se apresentam proporcionalmente reduzidos aos valores séricos de
triglicerideos, como demonstrado na equacdo matematica acima descrita (dados néo

apresentados).

Figura 13: Triglicerideos (a) e Colesterol total (b) plasmatico total obtido ap6s as 14 semanas de
tratamento em dieta liquida alcodlica e apocinina. Teste t de Student ndo-pareado. Cada barra do
gréafico representa a média £ epm.
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5.8. Avaliagéo do balanco REDOX
5.8.1. Avaliacdo da Peroxidacao lipidica hepatica e plasmatica

Os niveis de malonildialdeido, avaliado neste experimento como medida indireta de
peroxidacdo lipidica no figado (medida local) e no plasma (medida sistémica), apresentou-se
significativamente diferente entre os grupos ISO e EtOHapo para os niveis hepaticos (Figura

14, a). Entretanto, os niveis plasmaticos foram semelhantes entre 0s grupos.



Figura 14: Peroxidacdo lipidica hepéatica (a) e plasmatica (b) em concentracdo de
malonildialdeido por miligrama de proteina hepética e plasmatica ap6s 14 semanas de dieta
alcoolica e apocinina. Cada barra representa a média £ epm. Amostra de sete animais por grupo.
Teste t de Student ndo-pareado [*p < 0,05 vs CT; # p < 0,05 vs ISO].
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5.8.2. Avaliacdo da atividade da Superoxido dismutase (SOD) e Catalase (CAT)

A atividade da Superoxido dismutase (Figura 15, a), normalizada pelas proteinas
totais do figado, ndo apresentou diferenca de atividade entre os grupos tratados. Para a
atividade da Catalase, expressa em unidade enzimatica por miligrama de proteina (Ul/mg de
proteina) também ndo foi observado diferenca significativa entre os grupos apds tratamento

de 14 semanas.

Figura 15: Atividade da Superdxido dismutase (a) e da Catalase (b) nos camundongos tratados por 14
semanas em dieta alcodlica e apocinina. Teste t de Student ndo-pareado.
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5.9. Atividade enzimatica e niveis séricos de proteinas totais e albumina dos principais
marcadores de lesdo hepética

A atividade das enzimas que indicam a funcionabilidade hepética avaliada apos 14
semanas de tratamento etilico (Tabela 06). Verificou-se reducdo significativa da atividade da
AST e da razdo AST/ALT dos animais tratados com etanol mais apocinina em relacdo ao
grupo CT e EtOH (p < 0,05 e p < 0,01). Esses resultados demonstram uma reducéo dos danos

hepaticos profundos vistos através da reducdo da AST nos animais EtOHapo.

Os valores das enzimas ALT, FAL, LDH e y-GT ndo se apresentaram alteradas em
comparagdo ao grupo CT para nenhum dos outros grupos. Além disso, os niveis albumina e

proteinas totais se mostraram inalterados em consideracdo a andlise estatistica usada.

Tabela 05. Atividade enzimética dos principais marcadores de injdria hepética e niveis plasmaticos
de Albumina e Proteinas totais apds 14 semanas de tratamento cronico alcoolico e apocinina.

CT (4) I1SO (6) EtOH (6) EtOHapo (6)
AST (U/L) 162,8 + 45 130,8 + 23,6 184,5+ 19,14 75,96 + 22,53 &P
ALT (U/L) 5490 + 49,8 5497 + 13,78 5484 + 32,42 5551 + 71,25
AST/ALT 0,03+0,01 0,024 + 0,01 0,033 £0,01 0,014 + 0,009 ?
FAL (U/L) 4560 + 148,1 4794 + 21,17 4739 + 32,11 4749 + 112
LDH (U/L) 5154 +7,5 533,2+ 11,98 522,3 +£12,28 533,1+10,7
v-GT (U/L) 28,75+ 0,65 29,33+0,3 29,2+0,54 295+1,0
Albumina (mg/mL) 3,87+£0,44 569+24 348+£04 51720
Proteinas totais (mg/mL) 25,29+ 4,9 2754 +7,8 32,28+9,3 32,36 £ 34

Os valores sdo expressos média + epm. Teste t de Student ndo-pareado. O nimero de camundongos esté indicado entre
parénteses.

&P < 0,05 comparado com CT.
®p < 0,01 comparado com EtOH.

5.10. Avaliacédo histopatologica hepatica
5.10.1. Estadiamento da esteatose

A exposic¢do ao protocolo etanolico dietético por 14 semanas induziu a formagédo de
vacuolos lipidicos nos grupos tratados. O metodo semiquantitativo utilizado, baseado na
contagem visual de vactolos por campo microscépico de grande aumento (400x), exibiu que
apenas a dieta liquida e a dieta etandlica mais apocinina induziram a formacdo de
microvacuolos em menor quantidade, de modo significativo, em relacdo ao grupo que recebeu

solugdo de sacarose (290,5 g/L). Este ultimo caracterizou-se pela formacdo de micro e



macrovacuolos e presenca macica de esteatose macrovesicular, caracterizando-se como
modelo de degeneracdo lipidica. O gréfico apresentado na figura 16 demonstra maior
formacéo de vacuolos e presenca de esteatose no grupo que recebeu sacarose, entretanto nos
grupos EtOH e EtOHapo apresentaram menor presenca de vacuolos se comparado ao 1SO
Este, por sua vez, exibe diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao grupo CT (p <
0,001) e aos grupos EtOH (p < 0,01) e EtOHapo (p < 0,05). Os grupos de EtOH e EtOHapo
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao CT (p < 0,01) e (p < 0,05),
respectivamente.

Figura 16 - Quantificacdo de microvactolos e macrovacuolos (método semiquantitativo) nos

C57BL/6 tratados por 14 semanas com dieta alcodlica mais apocinina. Amostra de sete a nove
animais por grupo. Teste t de Student [*p < 0,05; **p< 0,01 e ***p <0,001].

@

o 60-

o

g —~ .

8 3 PR

@ e

- 5

w '

25 40

e .o

38

o 2 #

> o A

o = i

-c 'g EE 3

®® 207 I

38

2 o

=T

=

c

> 0

o = T
CT ISO EtOH

5.10.2. Estadiamento para modelo de esteatohepatite

Os achados histopatoldgicos observados em coloracdo de rotina de H&E e nas
laminas de tricromo de Masson indicaram o diagndstico de esteatose para uma parte amostral
(33,3%) para os animais EtOH, enquanto os animais EtOHapo que recebeu a mesma dieta
combinada a apocinina ndo apresentaram esse diagnostico quando vistos nos parametros

analisados de graduacdo histopatologicos (Tabela 05).

Os parametros de inflamacéo, fibrose e processo de injuria celular apresentaram
baixa graduacdo nos animais EtOH e EtOHapo, de acordo com analise feita por um
patologista (média inferior ao grau 01), e foi significativamente menor quando comparado ao
grupo ISO. Indicando que o processo de desenvolvimento de esteatohepatite ndo foi

observado no modelo etilico, tanto nos grupos EtOH e EtOHapo. Enquanto os animais 1SO



apresentaram mais de 40% de sua amostra com presenca de esteatohepatite e elevada presenca
de fibrose tecidual (~ 57,2%). As figuras 17 (H&E) e 18 (Tricromo de Masson) apresentam as
imagens representativas dos grupos CT, 1SO, EtOH e EtOHapo tratados. Nestas, observa-se
um maior acumulo de vacuolos lipidicos no grupo de igual quantidade caldrica ao EtOH.
Esses resultados demonstraram que o consumo crénico alcoolico leve foi capaz de induzir

apenas a microesteatose.



Tabela 3. Estadiamento histopatol6gico para modelo animal de esteatohepatite avaliado através das laminas de hematoxilina-eosina e tricromo
de Masson dos animais C57BI/6 tratados por 14 semanas em dieta alcodlica e apocinina.

Item Score CT 1ISO EtOH EtOHapo p

Esteatose (grau)

<5% 0 100% (7/7) 28,57% (2/7) 77,8% (7/9) 100% (9/9) 0,175
5%-33% 1 - 14,3% (1/7) 11,1% (1/9) -
33%-66% 2 - 28,57% (2/7) 11,1% (1/9) -
> 66% 3 - 28,57% (2/7) - -
Localizagéo (Padréo de distribuicéo) 0,065
Zona3 0 - - 44.5% (4/19) 88,9% (8/9)
Zona 1 1 - 28,57% (2/7) 33,3% (3/9) 11,1% (1/9)
Azonal 2 - 71,43% (5/7) 22,2% (2/9) -
Panacinar 3 - - - -
Esteatose microvesicular i <0,01
Ausente 0 - 14,3% (1/7) 22,2% (2/9) 100% (9/9)
Presente 1 - 85,7% (6/7) 77,8% (7/9) -
Fibrose
Ausente 0 85,7% (6/7) 44.5% (4/19) 88,9% (8/9) 05
Perisinusoidal ou periportal 1 14,3% (1/7) 28,57% (2/7) 33,3% (3/9) 11,1% (1/9)
Leve, zona 3, Perisinusoidal 1A - - 22,2% (2/9) -
Moderada, zona 3, Perisinusoidal 1B - - - -
Portal/Periportal 1C - 14,3% (1/7) - -
Perisinusoidal e Portal/Periportal 2 - 42,85% (3/7) - -
Fibrose difusa 3 - - - -
Cirrose 4 - - - -
Inflamagéo 0,5
Inflamagcdo lobular
Ausente 0 85,7% (6/7) 28,57% (2/7) 88,9% (8/9) 77,8% (7/9)
<2 focos (400x/campo) 1 14,3% (1/7) 42,85% (3/7) 11,1% (1/9) 22,2% (2/9)
2-4 focos (400x/campo) 2 - 28,57% (2/7) - -
>4 focos (400x/campo) 3 - - - -
Microgranulomas
Ausente 0 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (9/9) 88,9% (8/9)
Presente 1 - - - 11,1% (1/9)
Grandes Lipogranulomas
Ausente 0 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (9/9) 100% (9/9)
Presente 1 - - - -
Inflamagéo Portal
Ausente 0 100% (7/7) 14,3% (1/7) 100% (9/9) 100% (9/9)
Minima - grande 1 - 85,7% (6/7) - -
Injuria celular
Balonizagéo celular 0,71
Ausente 0 100% (7/7) 14,3% (1/7) 77,8% (7/9) 77,8% (7/9)
Muitas células 1 - 28,57% (2/7) 11,1% (1/9) 22,2% (219)
Muitas células/balonizagéo predominante 2 - 57,14% (417) 11,1% (1/9) -
Corpos acidoéfilos
Ausente a raro 0 100% (7/7) 51,14% (4/7) 100% (9/9) 100% (9/9)
Muitos 1 - 42,85% (3/7) - -
Macréafagos pigmentados
Ausente a raro 0 100% (7/7) 100% (7/7) 100% (9/9) 100% (9/9)
Muitos 1 - - - -
Megamitocondria -
Ausente a raro 0 100% (7/7) 57,14% (417) 88,9% (8/9) 100% (9/9)
Muitos 1 - 42,85% (3/7) 11,1% (1/9) -
Outros achados
Corpusculos de Mallory
Ausente a raro 0 100% (7/7) 85,7% (6/7) 100% (9/9) 100% (9/9)
Muitos 1 - 14,3% (1/7) - -
Ndcleo glicogenado
Ausente a raro 0 100% (7/7) 85,7% (6/7) 100% (9/9) 100% (9/9)
Muitos 1 - 14,3% (1/7) - -
Classificacdo de diagnostico il <0,01
Normal 0 100% (7/7) - 33,33% (3/9) 100% (9/9)
Normal (limitrofe) 1 - 28,57% (2/7) 33,33% (3/9) -
Esteatose 2 - 28,57% (2/7) 33,33% (3/9) -
Esteatohepatite 3 - 42,86% (3/7) - -

Os valores séo apresentados em porcentagem e o nimero de camundongos com diagnéstico para doenca hepética alcodlica (DHA) e o
ndmero de camundonaos por arupo estdo indicados entre parénteses. Teste exato de Fisher [** EtOH vs. EtOHapol.



Figura 17: Secc0es histoldgicas de figado (4-6um) coradas em H&E dos C57BL/6 tratados por
14 semanas com dieta liquida alcodlica — &gua mineral (CT; a), sacarose [290,5g/1] (ISO; b) e
solucdo etilica 20% v/v (EtOH; c) e solugdo 20% de etanol + apocinina (50mg/kg; d). Aumento de
400x. MO. As fotomicrografias representam os achados histolégicos mais representativos de cada
grupo. Observa-se nas figuras as areas zonais 3 do I6bulo hepatico, préximas a veia centro-
lobular. A figura a) CT apresenta padrdo normal para arranjo em corddes de hepatocitos (corados
em rosa e nucleo celular arroxeado) com leve espagamento do espaco macica sinusoidal, com
raros vacutolos lipidicos; a figura b) ISO apresenta padrdo bastante alterado do parénquima
hepética, com alto desarranjo celular e presenca macica de micro e macrovacuolos, presenca de
células polimorfonucleares, possivelmente de neutréfilos (setas pretas); a figura c¢) EtOH
apresenta microvacuolos de lipideos e leve espagamento do espaco sinusoidal, marcada por leve
desarranjo dos corddes de hepatdcitos; e a figura d) EtOHapo apresenta um leve desarranjo
parenquimal com presenca de poucos vacuolos lipidicos.

400x




Figura 18: Secgdes histologicas (4-6um) coradas em tricromo de Masson dos C57BL/6 tratados
por 14 semanas com dieta liquida — &gua mineral (CT;a), sacarose [290,5g/L] (ISO; b) e solucéo
etilica 20% v/v (EtOH; c) e solucdo de etanol 20% + Apocinina (50mg/kg; d). Aumento 200x.
MO. A figura representa as areas zonais 1 do l6bulo hepéatico e o espago porta hepéatico, em
detalhe a triade portal (TP). Marcado em vermelho o parénquima hepatico e em azul,
evidenciando a deposicdo de colageno tipo I. A figura a) CT apresenta leve deposicdo de
colageno tipo I; a figura b) 1SO, c¢) EtOH e d) EtOHapo apresenta fibrose periportal e
perisinusiodal. Observa-se também na figura b, grupo ISO, a presenca de microvactolos
(Esteatose Panacinar).

200x e 20X,




6. DISCUSSAO

Nos parametros gerais analisados de desenvolvimento do modelo cronico etilico a
20% associado a apocinina (acetovanilona, 4-hidroxi-3-metdxi-acetofenona), este foi o
farmaco de escolha para intervengdo frente ao consumo etilico, caracterizando um modelo
para alcoolismo crénico de 14 semanas em dose moderada (Solucéo etanolica 20%; 157,8
g/L). Assim, este estudo é focado na interacdo da apocinina a um classico xenobidtico para

estudo de um modelo animal de possivel estresse oxidativo e de esteatohepatite.

Neste contexto, considerando-se a eficAcia em diminuir danos oxidativos pela
exacerbagdo da atividade do complexo multienzimatico NADPH oxidase (Vejrazka, Micek &
Stipek, 2005) e aos efeitos da exposi¢do cronica ao possivel estresse oxidativo, foi testado o
efeito da dose de 50 mg/kg de apocinina como intervengdo ao uso concomitante do etanol
(Tang et al, 2007; Kim et al, 2010), com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos da
apocinina. Neste trabalho, tanto o etanol como este associado a apocinina, apontam como
substancias capazes de promover o aumento da sensibilidade a insulina com promocdo a
diminuicdo da adiposidade e do peso corporal. Além disso, 0 uso da apocinina associada ao
etanol foi capaz de reduzir danos hepaticos por acumulo de lipidios, reduzindo assim, o
processo de formacao da esteatose em camundongos machos C57BL/6, tratados cronicamente
com solucdo etilica. Os dados obtidos ainda mostraram que esse modelo apresentou
manutengdo do consumo leve durante todo o tratamento. Caracterizando esse modelo de
consumo liquido voluntario para um modelo murino de consumo leve. Juntos, o etanol e
apocinina nao afetaram o perfil de desenvolvimento e o crescimento dos animais tratados pelo

periodo de 14 semanas.

A avaliagédo do peso corporal apresentou reducdo estatisticamente significativa entre
o0s grupos ao final do tratamento de 14 semanas, sendo verificada essa reducdo a partir da 132
semana (CT e ISO vs EtOHapo, p < 0,01 e p < 0,05), além do ganho de peso para 0s grupos
EtOH e EtOHapo que se mostrou significativamente reduzido (p < 0,05) em relagdo ao grupo
CT. Em conjunto, esses dados sugerem que o etanol promoveu um menor ganho de peso

corporal e que a adi¢do da apocinina intensificou essa resposta.

O parametro de consumo energético avaliado a partir do fornecimento das dietas
liquida de agua mineral (CT), sacarose 290,5 g/L (ISO), solucdo etanolica a 20% (EtOH) e

solucdo etandlica + 50 mg/kg de apocinina e do consumo energético total, apresentaram



consumo geral de calorias distintos entre si. O consumo de ragdo e calorias totais ingeridas,
vistos na tabela 02, foi verificado como sendo maior pelo grupo 1SO, controle positivo as
calorias ingeridas pelos grupos que consumiram etanol. Este consumo foi significativamente
maior neste grupo do que quando comparado ao controle em que foi fornecida agua mineral, e
representa aproximadamente 50% de calorias a mais quando comparado ao CT e ao EtOH (p
< 0,001). Em relacdo ao grupo EtOHapo, esta diferenca foi superior a 34% da energia diaria
(p <0,01).

Esse perfil de consumo demonstrado refletiu mudangas no peso bruto (ndo
apresentado) e relativo dos tecidos adiposos pesados. Os resultados obtidos mostram uma
reducdo do peso absoluto do tecido adiposo epididimal e perirenal, além da reducdo do peso
relativo deste Gltimo tecido. Ademais, houve diminuicdo significativa estatiscamente no peso
relativo intestinal do grupo ISO (p<0,05) em relacdo ao peso intestinal do grupo EtOHapo
(p<0,05). Entretanto, ndo houve alteracdo de peso hepético relativo.

A literatura descreve que ha uma estreita correlacdo entre as dimensdes do tubo
digestivo, tamanho do corpo e o tipo de dieta consumida (Sevens & Hume, 1995). Isso
conduz a uma inadequacdo da relacdo gastroenterocorpOrea e acarreta a uma progressiva
diminuicdo das dimens@es intestinais, além das alteracdes hepaticas em humanos (Santoro,
2005a). No entanto, o enriquecimento das dietas em calorias e o favorecimento de alimentos
processados e refinados selecionam negativamente o intestino hipertréfico. Situacdo muito
comum observada, quando comparados pacientes obesos submetidos a cirurgia de bypass

gastrico, em oposicao aos caquéticos, que possuem uma clara hipotrofia (Santoro, 2005b).

A explicagdo para tal fendbmeno estd baseada no trofismo da mucosa intestinal,
relacionada a sinalizacdo do trato digestivo superior (estbmago) e a presenca de nutrientes em
territério baixo (intestino distal) alterada. A ma sinalizacdo induzida por alimentos
hipercaldricos que sdo logo absorvidos pelo intestino proximal impede que o processo de
digestdo chegue ao intestino distal. 1sso promove a desregulagdo da secrecdo dos horménios
gastricos, a citar o Peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), Peptideo-2 semelhante ao
glucagon (GLP-2), o Peptideo pancreatico Y (PYY) e oxintomodulina (Drucker, 2007;
Santoro, 2005a), assim o estado de satisfagdo alimentar € retardado pelo hipotadlamo, o que
eleva a hiperfagia. Ocasionando, principalmente, a maior secrecdo de GLP2, forte indutor de
crescimento epitelial intestinal que, por sua vez, conduz a hiperplasia e hipertrofia do 6rgéo

(Verdam et al, 2011). O interessante a se destacar neste presente estudo foi a ndo-alteracéo do



peso tecidual hepatico e intestinal dos grupos em relacdo ao CT, entretanto, houve uma
reducéo do peso intestinal do grupo 1SO em relagéo ao grupo EtOHapo.

O consumo alcodlico visto sobre o parametro de peso corporal, ainda é um paradoxo
(Wannamethee & Shaper, 2003). Estudos sugerem que as calorias consumidas advindas do
etanol sdo menos eficientes para uso metabdlico do que as calorias provindas de outras fontes
nutricionais (Klesges et al, 1994; Addolorato et al, 1998). E ainda, o alcool favorece o
aumento no despendimento energético e na termogénese (Mattes, 2006), por conseguinte,
também favorece a utilizacdo de lipideos por favorecer a degradacdo de triglicerideos do
tecido adiposo periférico a partir da supressdao da acao antilipolitica da insulina (Kang et al,
2007). Outra via que pode explicar a modulacdo do peso corporal, é que a energia fornecida
pelo alcool ndo é estocavel, mas logo metabolizada, em razdo de preferéncia (Rocha et al,
2010). Quando comparada as outras fontes nutricionais e ainda assim, diminui a oxidacéo de
lipidios hepéticos (Murgatroyd et al, 1996; Sonko et al, 1994). Finalmente, menores niveis
séricos de glicose plasmatica e de insulina durante o consumo leve a moderado de bebidas
alcoolicas reduzem de maneira significativa a lipogénese de novo, especialmente, no tecido
adiposo (Begriche et al, 2006; Wang et al, 2004).

Em um estudo utilizando camundongos deficientes para leptina (ob/ob) e o tipo
selvagem C57BL/6, verificou-se a diminuicdo do ganho de peso nos animais obesos. O que
ndo ocorreu nos animais controle, quando tratados por seis meses com uma dose moderada

alcodlica (21 g/kg durante 6 meses) (Fromenty et al, 2009).

A reducdo de ganho de peso corporal, em geral, é associada a uma melhora na
sensibilidade a insulina e menores niveis de glicose de jejum. No presente estudo, esses perfis
foram apresentados pelos animais tratados durante as 14 semanas de dieta etilica. Nos testes
de tolerancia a glicose e de sensibilidade a insulina realizados no presente estudo, observou-se
gue 0s animais expostos ao tratamento alcodlico leve tanto apresentaram boa tolerancia a
glicose como uma maior sensibilidade a insulina. Neste cenério, a literatura descreve que o
tratamento cronico alcodlico nestas doses melhoram esses parametros, pois elevam a secregédo
de adiponectina (Fromenty et al, 2009; Imhof et al, 2009), diminuem o ganho do peso
corporal e favorece o menor teor de gordura corporal (Hong et al, 2009). Além disso,
adicionam um fator positivo de sensibilidade a insulina sobre o componente hepatico (Dunn,
Xu & Schwimmer, 2008).



Estudos realizados em humanos demonstram que a administracdo em grau leve a
moderado de etanol promove respostas benéficas ao sistema cardiovascular, além de
promover efeito na reducao da glicemia em diabéticos (Gigleux et al, 2006; Ajani et al, 2000).
Demais, promove a melhora da funcdo endotelial (Suzuki et al, 2009), além de outros
mecanismos envolvidos que estdo relacionados a diminui¢do dos niveis da proteina C reativa

(PCR), dos niveis séricos de HDLc e de acidos graxos circulantes (Imhof et al, 2004).

Foi notavel o maior consumo de liquidos e de calorias totais durante todo tratamento
pelo grupo ISO, grupo este um controle positivo as caloriais provindas da solucéo etilica. A
combinacdo da racdo mais um carboidrato adicional fornecido através de uma solugao simples
de sacarose ad libitum foram eficientes para o estoque energético e promoveu 0 ganho de peso
nesses animais. Resultados obtidos nesse grupo experimental o qualificam para as
caracteristicas de um modelo barato e de fécil avaliacdo para desenvolvimento da sindrome
metabdlica, contrarios aos resultados obtidos pelos animais que consumiram apenas solucdes

etilicas.

O grupo ISO teve livre acesso a dieta padrdo através de ragdo comercial e dieta
liguida unicamente de solucdo de sacarose, conforme descrito no topico referente a
metodologia. Esse resultado, em parte, deve-se a alta palatabilidade do carboidrato oferecido e
0 continuo estimulo ao comportamento da sede através da ativacdo de células do 6rgao
fornical e vasculoso da lamina terminal do hipotalamico pelo estado de hiperosmolalidade
estabelecido pela dieta doce (Antunes-Rodriguez et al, 2004; Shi\n et al, 2010). Dietas como
essas promovem voluntaria hiperfagia, resultando em ganho de peso, aumento da adiposidade
visceral e parametros pré-diabéticos, tais como intolerdncia a glicose e insensibilidade a
insulina (resultados apresentados pelo grupo), além do trofismo intestinal, citado

anteriormente.

A exemplo, as dietas de cafeterias que produzem efeitos hedénicos, ansiogénicos e
alteracbes homeostaticas em longo prazo, diretamente correlaciona-se com caracteristicas
tipicas da obesidade humana (Johnson & Kenny, 2010). O que se pode sugerir que 0s
resultados obtidos aqui, neste trabalho, sdo resultados da forma energética fornecida e dos
efeitos da sacarose e o etanol sobre 0s principais sitios metabdlicos, a saber, o figado, tecido

adiposo e intestino delgado.



A literatura descreve que o efeito continuo do etanol sobre um organismo biol6gico
ocasiona elevacdo da presséo arterial (Tomson & Lip, 2006). Neste trabalho, para a pressao
arterial sistolica (PAS), avaliada durante as doze primeiras semanas de tratamento etandlico,
ndo foi observado mudanca significativa entre os grupos durante a aplicacdo do protocolo
experimental. A resposta da administracdo de apocinina na dose de aproximadamente 50
mg/kg por via oral, um inibidor do complexo NADPH oxidase, é descrita produzir efeitos
positivos nesta dose e também em doses maiores (Kahles et al, 2010). No entanto, no
protocolo aplicado no presente trabalho ndo se observou alteracdo nos niveis da PAS e FC dos
animais EtOHapo. Assim, sugere-se que o volume de etanol fornecido e/ou o tempo de
administracdo deste ndo foram capazes de induzir alteragdo nestes parametros
cardiovasculares da PAS e da FC. Somando-se a isso, a dose de 50 mg/kg nédo foi capaz de

diminuir a PAS ao final do tratamento quando comparada ao tempo basal.

Corroborando com esses dados, foi observada resposta semelhante em ratos,
utilizando-se do tratamento crénico do etanol associado a apocinina em um periodo de dois a
trés meses. Os autores discutem que, apesar de ndo ter havido mudancas significativas na
pressao arterial sistdlica, a adicdo da apocinina ao etanol promoveu melhora da vasodilatacdo
de arteriolas piais e diminui¢do na producdo de anions radicais superdxido (Sun et al, 2006).
Em estudo realizado por Ceravolo et al (2007) utilizando apenas apocinina na agua de beber
por duas semanas, também demonstrou resultado parecido. Os autores observaram a
inalteracdo da pressdo arterial sistolica avaliada por plestimografia de cauda em ratos com
relagdo ao seu controle e também aos niveis anteriores ao tratamento da apocinina. Observou-
se nesse mesmo estudo, uma diminuicdo na expressdo do receptor B1 para bradicina e na
producdo de anions radicais superoxido em anéis de aorta. Sugerindo-se que a supressdo ou
menor atividade do complexo NADPH oxidase nesses vasos e que essa intervencdo ndo foi
capaz de alterar a PAS, porém outros parametros foram favorecidos positivamente, como os ja

supracitados nesses trabalhos.

Husain et al (2004) e Husain (2007) demonstraram em ratos Fisher tratados
cronicamente com solugéo alcoolica a 20% (4 g/kg; gavage) por 12 semanas, 0 aumento da
PAS, a partir da sexta semana e aumento da PAD, a partir da oitava semana de tratamento. Na
aorta, houve baixa regulacdo de VEGF, deplecdo de *NO, aumento da peroxidacdo lipidica e
de proteinas carboniladas, além da elevada atividade da NADPHox. Nesse contexto, esses

dados podem explicar a ndo alteracdo temporal verificada no modelo apresentado neste



trabalho. Além disso, a forma de oferecimento do etanol, dado livremente na dgua de beber e
0 uso do proprio modelo animal utilizado possam ter influenciado para a obtencdo dessa

resposta.

Os resultados apresentados neste presente trabalho podem ser consequentes ao baixo
consumo alcodlico durante todo o tratamento, o que ndo provocou a elevacdo da PAS e ainda
reduziu os seus valores observados anteriores ao tratamento (valores basais) (Estruch, Coca &
Rodicio, 2005). Em geral, roedores apresentam aversdo ao etanol e a bebidas alcodlicas,
consequentemente, tendem a consumir baixos volumes da bebida quando oferecida livremente
(Lieber, Jones & DecCarli, 1965; Piano et al, 2001). Alguns autores mostram caracteristicas
positivas e benéficas observadas em estudos epidemioldgicos para o uso habitual de bebidas
alcoolicas entre as populacdes. Cita-se a busca por respostas para explicar o ‘paradoxo
francés’, onde este se refere ao habito dietético rico em gorduras pela populagdo francesa,
mas, associado a este, os franceses apresentam baixos indices de mortalidade por doencas
coronarianas. E comparativamente a outras populacGes ocidentalizadas, o povo francés

apresenta um baixo indice de obesidade (Renaud et al, 2004; Kerr et al, 2005).

O estudo de coorte realizado por Renaud et al (1998) da Universidade de Bordeaux,
foi o principal trabalho a definir o efeito protetor das bebidas alcodlicas em doses moderadas.
Esse estudo de seguimento envolveu 34.014 homens de todas as classes sociais, com faixa de
idade de 40 - 60 anos da regido leste francesa. Foi verificado que o consumo moderado de
vinho (2 a 3 tacas/dia) esta diretamente associado a reducdo de 24-31% da mortalidade por
todas as causas, tanto em fumantes, ndo-fumantes e ex-fumantes. Salientando-se, no trabalho
supracitado, um efeito positivo do consumo de bebidas contendo alcool em reduzir
mortalidade. Neste cendario, os dados obtidos por este modelo justificam os resultados
positivos aqui apresentados. Através da extracdo de lipidios do figado e a analise do perfil
plasmatico de triglicerideos e colesterol total obtido. A partir desses dados, observou-se
apenas a elevacdo estatisticamente significativa dos niveis de triglicerideos hepaticos para 0s
grupos que receberam dieta liquida de sacarose, etanolica e etanolica mais apocinina, além do
teor lipidico/peso hepatico em gramas. Dados da literatura sugerem que o consumo alcodlico
em altas doses promove a desregulacdo sistémica dos lipidios circulantes, porém como o
consumo espontaneo das bebidas contendo etanol do modelo em questdo foi baixo. Este, por
sua vez, pode ter evitado que grandes alteragdes possam ter ocorrido no perfil lipidico
circulante (Sozio & Crabb, 2008).



Em estudo realizado por Yin et al (2007), demonstrou-se alteragédo no perfil da
expressdo de genes intra-hepaticos envolvidos na regulacdo da lipogénese em um modelo de
resposta alcoolica aguda (dose 0,5 a 5 g/kg) por via intra-gastrica em camundongos ICR
(Imprinting Control Region, linhagem de camundongos, que apresenta a expressdo apenas
de um dos alelos, ocorrendo o silenciamento do outro). Esse estudo envolveu a identificagdo
de 6.286 genes significativamente modulados pelo etanol e que atuam em uma grande
variedade de processos bioldgicos, entre eles, destacam-se processos de sinalizacdo e
transducdo celular, metabolismo de &cidos nucléicos e de proteinas, alem do aumento da
expressdo de genes associados com a sintese de &cidos graxos como os elementos reguladores
de esteréides (SREBP1), a ATP citrato liase (Acl), a acido graxo sintetase (FAS). Ainda nesse
mesmo estudo, verificou-se na avaliagdo histologica hepatica, a elevacao significativa de

lipidios teciduais e presenca esteatose leve.

O que se pode inferir que mesmos em baixas quantidades, o etanol é capaz de
provocar alteracdo na expressdo de genes envolvidos em processos lipogénicos e na
desregulacdo do metabolismo lipidico hepatico como verificado nos resultados do presente
trabalho. E mesmo ndo apresentando mudancas estatiscamente significativas de acumulo
lipidico, especula-se que possam acontecer mudangas na expressao de genes que regulam o
metabolismo desses animais. Contudo, os dados aqui apresentados nao permitem uma maior
explanacdo acerca desse tema. Em trabalho anterior realizado por nosso laboratério,
utilizando-se um modelo alcodlico semelhante, porém tratados por 12 semanas, uma resposta
semelhante foi encontrada, evidenciado uma inalteracdo do perfil lipidico dos animais
tratados cronicamente por via oral espontanea em solucdo etandlica a 20% (Gomes, Souza &
Rabélo, 2009).

Seiva et al (2009) deduz que alteracbes do perfil lipidico e do estresse oxidativo esta
relacionado aos efeitos adversos promovidos pelo alcoolismo sobre o metabolismo energético
e relaciona-se especificamente sobre o alto despendimento energético e mudancas
calorimétricas. No entanto, mudancas sistémicas apenas se apresentaram presentes quando o
consumo etilico ultrapassa uma quantidade minima limitrofe de etanol ou uma combinacéo de
outros fatores para provocar alteracfes significativas sobre o perfil enzimatico oxidativo e

sobre os niveis de peroxidacdo de membranas (Somani et al, 1996; Tsukamoto et al, 1996).

Corroborando com esses dados, estudo realizado por Husain & Somani (1997),

descreve que 1,6 g/kg de etanol foram necessarios para alterar o sistema antioxidante hepético



e plasmatico em ratos, no parametro referente a atividade da SOD, CAT, GPx e GR e suas
razGes, e ainda, obteve resposta para niveis ndo-alterados de MDA. Schloff et al (1999)
também confirma esses resultados, utilizando-se de um modelo agudo similar (Unica dose), de
resposta dose-tempo dependentes para o etanol, em que sO se obteve alteragdes no balango
redox enzimatico a partir da dose de 2 g por via oral forcada (gavage). Esses dados s&o
condizentes com os resultados apresentados neste trabalho utilizando-se camundongos
C57BL/6. Os resultados aqui apresentados mostram que ndo ocorre alteracdo na atividade da
CAT e SOD hepatica e nem da razdo da CAT/SOD (dados ndo-apresentados) dos animais
tratados com etanol e etanol mais apocinina, além da reducdo hepética de peroxidagdo
lipidica.

Neste contexto, estudos prévios indicam que altas doses de etanol (5 g/kg
diariamente) sdo capazes de provocar deple¢do do DNA mitocondrial, um marcador de dano a
fosforilacdo oxidativa e ao aparecimento de megamitocondrias, além de alteracGes na cadeia
transportadora de elétrons. No entanto, baixas doses (2,5 g/kg) etilicas ndo provocam
alteracdes nos niveis de peroxidacdo lipidica em camundongos C57BL/6 e ainda, ndo induz
mudancas no estado antioxidante plasmatico (Robin et al, 2005; Larosche et al, 2009).
Possivelmente, porque a elevacdo da peroxidacdo lipidica acontece em algumas situaces, ja
bem conhecidas, como 1) a exacerbacdo da atividade da CYP450, 2) diminui¢do dos niveis
totais de glutationa e a-tocoferol, 3) diminuicdo da atividade da GPx, 4) uma caréncia
adaptativa da elevacdo da atividade da glutationa transferase (GST), e, por fim, 5) a oxidagéo
do LDL.

Embora a administracdo de etanol induza a geracdo de EROs pela via induzivel pela
CYP450, a elevagdo da peroxidacdo lipidica hepatica ndo é um achado constante depois do
consumo crénico de etanol, e isso, possivelmente, pode indicar um processo adaptativo para
situacOes de estresse constante (Nordmann, Ribiére & Rouach, 1992). Numerosos estudos que
se utilizaram de modelo nutri¢do alcodlica mostram que ndo ha sucesso em induzir a elevagédo
da peroxidacdo lipidica (Kawase, Kato & Lieber, 1989 & Azzalis et al, 1995). A citar, 0
trabalho realizado por Robin et al (2005) demonstrou que em camundongos geneticamente
obesos, o etanol em dose moderada (2,5 g/kg) foi capaz de induzir a apoptose de hepatdcitos
sem aumento significativo no estresse oxidativo através da elevacdo das atividades das

principais vias de indugéo de formag&o de radicais livres, como o da NADPH oxidase.



A SOD tem um papel fundamental na defesa contra as EROs geradas no organismo
durante a respiracdo aerdbica e pelo metabolismo de componentes exdgenos (Li et al, 2004).
Previne a formacdo de ONOQO" por conversdo do ‘O, para O, e H,0,, e esta Ultima substancia
é removida pela acdo da CAT e GPx (Li et al, 2004, Ozaras et al, 2003). A SOD é importante
na prevencdo da peroxidacdo lipidica através da competicdo com 'O,. Estes eventos
antecipam a reacdo com o0s &cidos graxos insaturados de membranas da célula (Ozaras et al,
2003). Sua auséncia ou menor atividade pode ser associada ao aumento do dano hepatico
(Rouach et al, 1997) e, é acompanhada da evolucao para hepatocarcinoma tanto em humanos
quanto em camundongos (Elchuri et al, 2005; Muller et al, 2006). No presente trabalho, as
atividades enzimaticas da SOD e da CAT ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, o que se pode sugerir que suas atividades ndo foram esgotadas
pela producdo do ‘O, e H,0, respectivamente, e/ou que esteja existindo um processo
adaptativo ao consumo etanolico e que de alguma a atividade da NADPH oxidase ndo esteja
exacerbada.

A importancia da SOD também é apresentada em trabalho realizado por Kessova et
al (2003). Neste estudo foi demonstrado em camundongos (machos e fémeas)
C57Black/129SV homdlogos recessivos para a forma da SOD1 (isoforma dependente de
cobre e zinco, presente no citoplasma das células e no espaco extracelular), ha um aumento do
estresse oxidativo, elevacdo de proteinas carboniladas, do ONOO", da peroxidacdo lipidica, e
a diminuicdo da SOD2 (isoforma dependente de manganés, presente na mitocéndria) e GSH,
além da reducdo do ATP celular, quando o etanol foi fornecido em dieta liquida para consumo

espontaneo e representando 10% do total de calorias e com dose equivalente a 7 g/kg/dia.

Em contraste, Curry-McCoy et al (2010) realizou estudo similar com camundongos
homdlogos recessivos para a SOD1 (etanol representando 20% do total de calorias por 24
dias, dada de forma espontanea) e demonstraram uma reducdo da atividade da ADH e da
CYP2E1, e consequentemente, reducdo no metabolismo do etanol. Estes resultados
apresentaram respostas atipicas ao seu efeito, incluindo a auséncia de esteatose (diagndstico),
porém com elevacdo da peroxidacdo lipidica, e ainda contrastando com os elevados niveis
tanto da GSH como da GSSG. Estes dados mostraram que o consumo moderado de etanol ndo
induz alteragbes significativas no desenvolvimento da esteatose hepatica, mesmo para
camundongos tratados cronicamente e com delecdo génica para uma importante defesa, a

SOD1. No entanto, quando estes animais sao tratados com uma quantidade elevada (mais que



20% totais de caloriais) e diaria de etanol ocorre dano tecidual hepético elevado e estresse
oxidativo (Curry-McCoy et al, 2010).

Nos resultados obtidos no estadiamento histopatoldgico hepatico, baseado em
método de scoring semiquantativo para o estudo de achados clinicos e da histéria natural da
NAFLD e a NASH desenvolvido por Brunt et al (1999) e ampliado por Kleiner et al (2005),
foi o modelo de contagem utilizado, pois possui uma ampla descricdo de achados
histologicos para a identificacdo e diagndstico da esteatohepatite da NAFLD/NASH e permite
a sua aplicacdo para o estudo da ALD (porque esta apresenta caracteristicas e similaridades de
lesbes hepéticas comuns e inclui a avaliacdo detalhada da esteatose, esteatohepatite, fibrose e

cirrose).

Esse trabalho foi realizado, em conjunto, com uma patologista experiente e objetiva
avaliar e diagnosticar o estado hepatico dos camundongos do modelo etandlico de consumo
leve tratados por 14 semanas em dieta alcoodlica associada a apocinina. Ndo foi verificado em
nenhum dos animais tratados com etanol mais apocinina o diagnostico de esteatose ou
esteatohepatite, segundo diagndstico patoldgico. No entanto, o grupo EtOH que recebeu
apenas etanol desenvolveu a esteatose. Sugerindo que a apocinina evitou esse processo,
apresentando um efeito protetor sobre esse agravo hepatico. Apesar de nao existirem ainda
trabalhos na literatura que descrevam a melhora deste 1° hit através do uso da apocinina
associada ao etanol modelo animal semelhante. E ampla a descri¢do do efeito do farmaco em
questdo na protecdo sobre processos inflamatério em que o estado de esteatohepatite é

diminuido com o uso da apocinina (Meng et al, 2011).

A esteatose é um achado frequente em bidpsias hepéticas. No entanto, ela ndo esta
necessariamente presente na ALD, porém é um importante fator para o diagndstico da doenca
hepéatica de origem ndo-alcodlica (Tannapfel et al, 2011). O padrdo de normalidade para a
maioria amostral deste trabalho sob intervencdo da apocinina (50 mg/kg) foi capaz de
proteger, de fato, o figado dos camundongos contra os danos causados pelo etanol para o
desenvolvimento da esteatose. No entanto, ndo diminuiu a quantidade de microvacuolos.
Caracterizado pela presenca de esteatose microvesicular. Em contrapartida, esta foi a principal
caracteristica dos animais tratados com etanol. O grupo EtOH ndo apresentou o
desenvolvimento da hepatite, porém desenvolveu esteatose em graus variados nos diversos
componentes do grupo, desde a presenca limitrofe de vacuolos até a um estado mais avancado

com presenca também de macrovacuolos.



No entanto, alguns estudos descrevem a participacdo enzimatica das paraoxonases
(PON) e seu envolvimento na diminuicdo de lipidios e diminuicdo de dano oxidativo
cardiovascular e hepatico (Marsillach et al, 2008). As PONs (isoformas PON1, PON2 e
PONS, arildiaquilfosfatases) sdo esterases plasmaticas dependentes de Ca*?, responséveis pela
hidrélise de fosfolipidios especificos oxidados, produtos enziméticos e ndo enzimaticos do
acido aracdénico e &cido docosahexaendico e N-acil-homocisteina (Draganov et al, 2005).
Especificamente, a PON1 é exclusivamente sintetizada pelo figado e pode ser regulada tanto
geneticamente quanto por dieta (Kelso et al, 1994; Liviev et al, 1997). Sua baixa atividade
esta relacionada a situacGes de hipercolesterolemia, diabetes, doencas cardiovasculares e em
hepatopatias de origem alcodlica e ndo-alcodlica (Mackness et al, 1991; Ruiz et al, 1995;
Ferré et al, 2006; Marsillach et al, 2007; Killic et al, 2005).

Segundo Aviram et al (1998 e 1999), apesar da PON1 proteger da oxidagéo
particulas de LDL através de um ‘tampao biologico’ antecipando a interagdo com perdxidos
lipidicos especificos. Ela é tempo-dependente da oxidacdo dessas particulas e inativada a
medida que ocorre a oxidacdo das LDL, o que é inevitavel em situacdo de desequilibrio
oxidativo. Contudo, quando avaliada sua atividade em paralelo com a presenca dos polifenois
isoflavona glabridina ou quercitina e grupamentos sulfidrilas in vitro, sua atividade é

preservada e acentua-se a remocao de adutos de LDL oxidados e peroxidos lipidicos.

Meilin, Aviram & Hayek (2009) descrevem em estudo para avaliar funcdo da
Paraoxonase 2 (PON2) utilizando macrdfagos peritoneais deficientes para PON2, (MP-
PON2%) e usando como controle células de camundongos C57BL/6 submetidos a condicdes
de hiperglicemia (30 Mm), significativo aumento da biossintese (2,6x) e acumulo de
triglicerideos (3x), aumento da atividade do Diacilglicerol acetiltransferase 1 microssomal
(DAGT1) em 60%, aumento do estresse oxidativo, avaliado através do estresse oxidativo
celular em 25%, oxidacdo de LDL em 41% e da expressdo de receptores para produtos finais
glicados em 18%. Porém, quando se utilizou da apocinina (50 pM), o incremento da
biossintese, do acumulo de triglicerideos e da atividade da DGAT1 microssomal foram
abolidos em ambiente hiperglicémico. Os autores explicam que MP-PON2° apresentam
estresse oxidativo elevado e esté relacionado a atividade da NADPH oxidase, que por sua vez,
a DGATL.

A biossintese de triglicerideos nos macrdéfagos € regulada por multiplas vias e

enzimas. As DGATSs tém atividades reguladoras sobre a sintese de triglicerideos. A DGAT1



estd relacionada aos valores basais de triglicerideos celular e a DGAT2, com a sintese de
triglicerideos a partir do VLDL no figado (Farese & Smith, 2000). A DGATL1 presente nas
membranas dos macréfagos catalisa a formacéo de acetil-coA para diacilglirecol, passo chave
para a sintese de estéres de glicerol. Em condicdo de estresse oxidativo, a atividade da
DGATL € desregulada. Assim, sob a auséncia da atividade da PON2, esta presente o estresse
oxidativo ocasionado pela exacerbacdo da NADPHox, no qual a atividade sera inativada com

0 uso da apocinina.

Em trabalho realizado por Rao et al (2003), utilizando-se de modelo alcodlico
humano e animal para estudo da atividade da atividades das PONs em situagédo de consumo
leve a moderado e pesado. Foi observado no estudo com ratos Wistar-Furth machos que o
consumo leve a moderado induziu o aumento da atividade plasmatica e hepatica de 20% a
25% e aumento dos niveis de mMRNA das PON hepética em 59%, em contraste, no consumo
pesado, houve diminuicdo da atividade plasmética e hepatica em 25% e reducgdo da expressdo
de mMRNA em 51%. Ja a atividade plasmatica, em humanos (homens, 25 a 59 anos) com
consumo leve a moderado, foi aumentada em 395% e diminuida em 45% aos consumidores
pesados, respectivamente, comparadas com ndo-consumidores ou abstinentes ( > 6 meses) de
bebidas alcodlicas. Significantemente, esse trabalho correlaciona os niveis de atividade
plasmatica e expressdo de mRNA hepatico da PON com o volume de etanol consumido e
niveis de lipidios circulantes, principalmente de LDL colesterol que é elevado em alcodlicos,

consequentemente na funcionalidade hepética (Croft et al, 1996).

Pode-se especular que a atividade preservada da PON1 hepatica seja também um dos
possiveis mecanismos presentes para explicar a inexisténcia do diagnéstico qualitativo para a
esteatose nos animais tratados com apocinina no diagndstico patoldgico. Visto que, nos
resultados de lipidios hepaticos e na contagem de vactolos ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos que consumiram etanol e etanol mais apocinina.
No entanto, devido a auséncia das atividades enzimaticas hepéaticas da NADPHox, CYP2E1,
GPx e da propria PON, além de tidis totais, ndo é possivel afirmar seus comportamentos
enzimaticos neste modelo alcoolico. Haja vista que esse é o primeiro modelo murino a avaliar
os efeitos pressoricos e hepaticos para o alcoolismo crdnico em uso concomitante ao um forte
antioxidante e inibidor do complexo NADPHox em nosso laboratorio e até a data atual, ainda

nao é descrito na literatura cientifca.



Esses dados estdo em consenso com a quantificacdo de lipidios hepéaticos obtidos
pelo método de Folch, Lees & Sloane Stanley (1957). A quantificacdo de lipidios totais por
peso tecidual e de triglicerideos ndo se apresenta modificado nestes animais. Outro dado
relevante é a preservacdo do componente hepatico metabolico de sensibilidade a insulina, que
se mostra neste, um perfil mais acentuado para o efeito dose-resposta, tanto para a sobrecarga
de glicose quanto para a de insulina verificada nos testes tolerancia e sensibilidade,

respectivamente.

Em contraste, a intervencdo oral de apocinina ndo produziu efeito em diminuir o
namero de vacuolos de triglicerideos no grupo tratado concomitante com o uso do etanol, e
que a dieta liquida em forma de carboidratos (forma direta de energia; grupo 1SO). Entretanto,
ainda assim, dietas ricas em sacarose provocam maior deposi¢édo de lipidios no figado, do que
um bem conhecido indutor de lesdes hepaticas, o etanol, porém isto pode estar exatamente
associada a quantidade consumida deste composto alcodlico e a capacidade de depuracdo
hepatica de xenobioticos. Segundo Wisniewska-Kmypl & Wronska-Nofer (1994), a oxidagdo

do etanol em roedores é trés vezes mais rapido do que em humanos (0,3 g/kg).

A esteatose hepética é caracterizada pelo acumulo de lipidios em células ou no
tecido. Todavia, quando em situacdo de equilibrio e normalidade metabdlica, isso ndo ocorre.
Por ter papel chave no metabolismo, o figado é o sitio de maior ocorréncia de vactolos de
lipidios. Apesar do processo esteatético, a principio. apresentar-se benigno, a continuidade do
uso de xenobioticos ou uma sobrecarga metabdlica energética eleva a doenca ao estagio mais
avancado de cirrose (ndo diagnosticado nos animais em questdo), quando ocorre perda da

funcionalidade tecidual e uma descompensacdo metabdlica sistémica (Tannapfel, 2011).

Em oposicdo aos resultados deste trabalho, um estudo realizado por Kang et al,
(2007, b) demonstrou em ratos que o consumo crénico alcodlico (&lcool representou 36% do
total de calorias) induz a resisténcia a insulina, sendo esta associada a supressao da producéo
de glicose hepética e diminuicdo da capitacdo de glicose pelo tecido adiposo. Os autores
observaram ainda que infiltracdo de macrofagos nos tecidos adiposos epididimal, subcuténeo,
e estas foram responsdveis pela resisténcia insulina e alteracdo da expressdo de
adipocitocinas. Neste cenario, varios trabalhos descritos na literatura demonstram a existéncia
de um efeito sinérgico do consumo alcodlico acentuado com envolvimento fisiologico duplo,
tanto do figado quanto do tecido adiposo periférico para resposta a regulacdo da glicose e 0

processo inflamatério sistémico (Frayn, 2000; Kabir et al, 2005).



Em geral, disturbios da funcdo hepatica e acentuada ativacdo do sistema imune
desencadeiam o estresse tecidual hepético e prejudicam a sensibilidade & insulina e danos
relacionados a tolerancia a glicose. Associada a doenca hepatica crénica e a cirrose (Cnop et
al, 2002). As concentracdes de insulina, nessas situacfes, costumam ser elevadas, sugerindo
um estado de resisténcia periférica, pois o etanol apresenta modulacdo sobre o ambiente
hepatico e aumenta a expressdo de citocinas inflamatorias TNF-a, IL-1 e IL-6, através do
receptor TLR4 em células de Kupffer (Mandrekar & Szabo, 2009). No entanto, essas
alteracdes sO se apresentam no consumo elevado de etanol, o que parece ndo ter acorrido
neste estudo, pois estes animais apresentaram melhora na sensibilidade a insulina, sem
alteracdo significativa para o processo inflamatorio. Isso acontece, em geral, com reducéo de

citocinas inflamatdrias, apesar da desregulacdo do sistema imune inato.

Segundo pesquisa realizada por Pai et al (2005) nos Estados Unidos, que avaliou 0s
riscos de doencas cardiovasculares associadas ao consumo alcodlico moderado, entre homens
e mulheres, envolvendo uma amostra 1.432 pessoas, constatou-se que 0s marcadores
inflamatorios TNFa, proteina C reativa (PCR) e IL-6 estdo diminuidos no publico que

consome bebidas alcodlicas regularmente, quando comparados aos nao-bebedores.

Em pacientes com doenca hepatica alcodlica, marcadores de peroxidacdo lipidica,
tais como dienos conjugados, MDA, 4-hidroxinonenal e F2-isoprostanos estdo elevados
(Meager et al, 1999). Estes componentes podem formar adutos protéicos em éareas de
infiltracdo gordurosa, necrose focal e fibrose. Em humanos, o diagnéstico da esteatose esta
relacionado a presenca de fibrose na zona 3 acinar. No caso especifico deste trabalho, os
baixos niveis encontrados de MDA sugerem também uma menor presenca de fibrose nestes
animais (Tiniakos, 2009).

O figado é particularmente um oOrgdo de risco a danos decorrentes do consumo
alcoolico, devido principalmente, ao suprimento sanguineo direto ao sistema porta do trato
intestinal. O etanol é considerado o fator mais frequente da elevacdo das enzimas hepaéticas.
No entanto, estudos populacionais relacionam a elevacdo de marcadores de doencas hepaticas
ao aumento concomitante do peso corporal (Lee, Ha & Christiani, 2001). Em estudo
populacional realizado em populacdo masculina japonesa apresenta que o consumo leve a
moderado de bebidas alcodlicas diminui a prevaléncia da elevagdo da atividade da ALT,
reducdo da prevaléncia da doenca hepatica gordurosa (Gunji et al, 2009) e melhora da

sensibilidade a insulina (Fueki et al, 2007).



Os marcadores de atividade enzimética da AST e a razdo AST/ALT se apresentaram
significantemente diminuidos no grupo EtOHapo em comparagdo ao CT neste atual trabalho.
No entanto, a atividade da y-GT, FAL e LDH e niveis séricos de proteinas totais e albumina
ndo se apresentaram estatisticamente alterados. A enzima AST é um marcador sensivel para
danos celulares mais profundos, e a ALT, uma enzima presente em grande quantidade no
figado, especificadamente no citoplasma dos hepatdcitos, atua, principalmente, como
marcador hepatocelular, pois existe primariamente no figado (Coates, 2011). Assim, apresenta
valores alterados mais rapidamente. Mudancas fisioldgicas se apresentam rapidas quando em
situacdo de necrose do hepatocito. Durante o estado de intoxicacdo por etanol, ela € menos
sensivel que a AST para detectar hepatite. Ja a enzima y-GT € um indicador para colestase ou
obstrucdo biliar; a FAL é um marcador de infiltracdo inflamatoria, colestase ou obstrugédo
biliar, enquanto LDH pode indicar indicios de lesdo celular, porém ndo é especifico para dano
hepatico (American Gastroenterology Association, 2002). Como visto nos resultados deste
trabalho, houve uma reducéo significativa da atividade plasmatica da AST e da AST/ALT, o
que descarta a hipdtese desse modelo ter evoluido para ALD ou que tenha ocorrido outros

distdrbios hepaticos significativos.

Em relacdo aos valores séricos de proteinas totais circulantes, essenciais para a
manutencdo da homeostase corporal, observa-se que altos niveis de etanol afetam tanto os
valores protéicos presentes no figado quanto os valores circulantes. Dessa forma, a razdo de
sintese e protedlise pode estar alterada. Esses eventos podem determinar tanto o peso do
figado quanto o teor protéico tecidual. Somando-se, a sintese e estoque de lipidios na
esteatose aumentam o peso hepatico, e associado ao aumento das lipoproteinas, contribuem
para o teor protéico local. Neste contexto, resultados de inibicdo de sintese de proteinas,
especialmente albumina, foram presentes em hepatdcitos isolados (Wallin & Morland, 1987)
e em modelo agudo in vivo roedor de nutri¢éo alcodlica (Smith-Kielland et al, 1983).

Em humanos, no periodo pds-prandial, é descrito também que o consumo moderado
inibe a sintese de proteinas de maneira aguda (De Feo et al, 1995). Embora nesse atual
trabalho, a indugdo a dieta alcodlica cronica ndo foi evidenciado diferengas nos valores
séricos e hepaticos de proteinas totais (dados ndo apresentados), além disso, os niveis de
albumina ndo apresentaram alterados significativamente entre todos os grupos tratados o que

implica 0 ndo comprometimento da funcéo hepatica dos animais.



Em conjunto, os dados aqui apresentados sugerem que, neste modelo roedor de
cronicidade alcodlica, o consumo leve por 14 semanas ndo foi capaz de desregular o
metabolismo lipidico sistémico. Observa-se que os valores de triglicerideos, colesterol e
VLDL plasmaticos ndo foram alterados, apesar de haver uma elevacdo de trigliceridios
hepaticos nos animais que receberam deita alcoolica. Além disso, ndo houve modificages no
balanco enzimético antioxidante, e ainda, favoreceu a diminui¢do da peroxidacéo lipidica
hepatica e melhorou a resposta a sobrecarga de glicose. Evidenciando uma melhor
sensibilidade a insulina, diminuicdo da adiposidade, e consequentemente menor ganho do
peso corporal. Assim, sugere-se que a preservacdo do componente hepatico foi fundamental
para obtencdo destes resultados e o efeito de dose-resposta da apocinina (acetovanilona) foi
capaz de evitar o desenvolvimento da esteatose hepética neste modelo, sugerindo que este
composto influenciou o componente lipidico hepatico e possivelmente, houve um dano

oxidativo e efeito citotoxico baixo neste modelo usando camundongos C57BI/6.

Concluindo-se que a baixa alcoolemia e frequéncia de consumo por 14 semanas
apresentaram-se positivas para 0s parametros de sensibilidade a insulina, possivelmente
devido ao favorecimento do menor ganho de peso corporal e redugdo da adiposidade. Além
disso, o acréscimo da apocinina ao consumo etandlico evitou o desenvolvimento da esteatose
e reduziu a peroxidacdo lipidica hepatica, sem alteracdo da atividade antioxidante enzimatica
da CAT e SOD.



7. CONCLUSOES

. O tratamento cronico por 14 semanas com EtOH ou com este em associagdo com a
apocinina melhoram os padrées metabolicos de tolerancia a glicose e aumenta a
sensibilidade a insulina com promocéo da diminuicdo do ganho de peso corporal;

. O menor ganho de peso corporal pode estar envolvido em um processo de lipdlise
periférica que ocasiona 0 maior acumulo de triglicerideos hepatico de forma a evitar a
lipotoxicidade;

. O tratamento crénico etilico ndo provocou alteracdo da PAS;O tratamento etilico
induziu a elevacgdo dos lipidios hepaticos e de triglicerideos;

. O estado de peroxidacéo lipidica é reduzido no tecido hepético dos animais tratados
com etanol mais apocinina e ndo ocorre alteracdo do balango Redox enzimatico
hepatico, referente a SOD e CAT,;

. O modelo cronico etilico a 20% de 14 semanas cronicas envolve menor
comprometimento hepatico, sem induzir alteracGes irreversiveis; produzindo o estado
nos animais submetidos a dieta etilica forcada com presenca de esteatose

microvesicular.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Macei6 — AL, 12/11/2009

Senhor (a) Pesquisador (a), Luiza Antas Rabélo
Cheila Juliana César Gomes

O Comité'de Etica em Pesquisa (CEP), em 12/11/2009 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 009431/2009-29 sob o titulo,
desenvolvimento e caracteriza¢io de um modelo murino para o etilismo: avaliacio
das propriedades cardiovasculares e metabélicas vem por meio deste instrumento
comunicar a aprovagdo do processo supra citado, com base no item VIILI3, b, da
Resolugédo n’ 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS 196/96, item V 4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
Justificativa. Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a
ANVISA, o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envia-los & mesma junto com o
parecer aprovatdrio do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item
IV. 2.e).

Relatérios parciais ¢ finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com o0s
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a

disposigéo dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos
e exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

Esta aprovagdo ndo € vélida para subprojetos briundos do rotoddlo de
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