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CONSIDERACOES
INICIAIS



INTRODUCAO

Obesidade vem aumentando nos Ultimos anos na maioria das populagdes
como resultado da ingestdo de dietas inadequadas e estilo de vida sedentdrio.
A obesidade abdominal estd diretamente associada com anormalidades
metabédlicas como intolerdncia a glicose, resisténcia a insuling,
hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensdo, sinfomas estes referentes a
sindrome metabdlica ou sindrome X (CHAMPE et al., 2007).

Dietas contendo elevadas concentragdes de carboidratos e dcidos
graxos saturados resultam em expansdo do tecido adiposo (SLIGTE et al.,
2004). O acumulo de lipidios estd relacionado com estresse oxidativo
sistémico em humanos e em ratos e constitui um importante mecanismo
patogénico da obesidade (FURUKAWA et al., 2004).

Dieta hipercaldrica induz diferentes alteragdes no metabolismo da
glicose, podendo vir a modificar a composigdo de apolipoproteinas e elevar a
concentragdo de triacilglicerdis (STROBL et al., 1989). A ingestdo deste tipo
de dieta aumenta a produgdo de radicais livres e o estresse oxidativo
(BECKMAN & AMES, 1998).

O uso de oxigénio e o metabolismo oxidativo de nutrientes resultam na
produgdo de radicais livres. Elevada ingestdo de calorias diminui a fuidez da
membrana mitocondrial aumentando a produgdo de radicais livres
(ESPOSITO et al., 1999).

Os radicais livres compreendem dtomos ou moléculas que t€m orbitais
contendo um ou mais elétrons desemparelhados, os quais podem ser
altamente instdveis (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

O dano produzido pelos radicais livres nas biomoléculas tem sido
associado com o risco elevado para o desenvolvimento de doengas crdnicas,

como cancer e doengas cardiovasculares (DROGE, 2002).

O desequilibrio entre produgdo de oxidantes e defesas antioxidantes é

denominado estresse oxidativo. Importantes fontes de estresse oxidativo



sdo espécies reativas de oxigénio (ERO) formadas pela redugdo incompleta de
oxigénio na cadeia respiratéria e sistemas de defesa dos individuos
(NOVELLI, 2005).

As principais ERO envolvidas no estresse oxidativo sdo radical hidroxila,
radical superéxido, radical hidroperoxil, peréxido de hidrogénio e oxigénio
singlet (FERRART, 2003).

As ERO estdo associadas principalmente com a peroxidagdo lipidica que
ocorre pela agdo de um radical livre retirando um dtomo de hidrogénio do
dcido graxo insaturado de membranas ou organelas celulares com
conseqliente formagdo de um radical lipidico. Durante a propagagdo, um
radical lipidico reage com uma molécula de oxigénio resultando na formagdo
de radical peroxila que é capaz de retirar um dtomo de hidrogénio de um
dcido graxo adjacente, formando o radical hidroperéxido de lipidio e
propagando a reagdo em cadeia da lipoperoxidagdo (NOVELLT, 2005).

ERO e peroxidagdo lipidica causam danos diretos aos hepatécitos por
provocar rompimento de membranas, proteinas e DNA (de KNEGT, 2001;
DAY, 2002).

O organismo humano possui mecanismos de defesa enddégenos contra a
agdo téxica dos radicais livres, divididos basicamente em dois grupos: as
enzimas de atividade antioxidante e os antioxidantes ndo-enzimdticos. Os
primeiros correspondem principalmente das enzimas catalase, superéxido
dismutase e glutationa peroxidase. Os agentes antioxidantes ndo-enzimdticos
compreendem as vitaminas C e E (o-tocoferol) e peptideos ativos
representados por glutationa reduzida (6SH) (FERRART et al., 1998).

Entretanto, as defesas enddgenas podem ndo ser suficientes para
impedir a agdo deletéria de uma liberagdo elevada de radicais livres. Nessas
condigdes, compostos da dieta, que podem atuar como antioxidantes, podem
exercer efeitos benéficos, aumentando as defesas celulares contra o dano

oxidativo (BENZIE et al., 2003). Portanto, hd atualmente um grande



interesse ha descoberta de substdncias naturais capazes de prevenir ou até
reverter danos causados pelo estresse oxidativo.

O composto fendlico escolhido para o presente experimento foi o
resveratrol (3,5,4 - trihidroxiestilbeno) (Esquema 1), fitoalexina natural,
encontrado em 72 espécies de plantas (ACQUAVIVA et al., 2002).
Resveratrol tem atraido interesse desde sua identificacdo em vinhos e sua
relagdo com ingredientes ativos usados na medicina asidtica tradicional kojo-

kon para tratamento de hiperlipemia (ARICHI & KIMURA 1982).
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Esquema 1. Estrutura da molécula de trans-resveratrol, utilizada na

realizagdo do presente trabalho (Soleas et al., 1997).

O resveratrol é sintetizado por diversos vegetais em resposta a
condigdes adversas, como estresse, radiagdo UV e infecgdo por fungos
(FLOREANTI et al., 2003). Constitui um composto fendlico de Vitis vinifera L
que possui diversos efeitos farmacoldgicos (OU et al., 2006), presente em
uvas, amendoins e amoras (SOLEAS et al., 1997; WENZEL, 2005). Existe em
duas formas isoméricas, cis e trans (STOJANOVIC, 2001). Devido a
sensibilidade a luz, poucas sdo as informagdes sobre as propriedades do
isomero cis-resveratrol (BASLY, 2000). O isomero trans é a forma mais

estdvel do resveratrol e farmacologicamente ativa (WARRIER et al., 2002).

Resveratrol tem sido reportado como antioxidante (HUNG et al., 2000;
LEONARD et al., 2003), inibidor de agregagdo plaquetdria (KIMURA et al.,
1985), cardioprotetor (MARRIER et al.,, 2002), inibidor quimico da
carcinogénese em roedores (IGNATOWICZ et al., 2001), além de agente



antiinflamatério (MARTIN et al., 2004). LANCON e colaboradores (2004)
reportaram também efeitos do resveratrol em hepatocarcinomas, além de
aumentar a elimina¢do de esterdis e sais biliares nas fezes (MIURA et al.,
2003).

Estudos referentes a toxicidade do trans-resveratrol demonstraram
que animais submetidos a diversas concentragdes deste composto passaram a
apresentar reagdes adversas, ou seja, sinais de toxicidade a partir da
administragdo de 3000mg por quilograma/dia, apresentando inflamagdo
cardiaca e tordcica (CROWELL et al., 2004). No presente experimento
utilizou-se 6mg/L de trans - resveratrol, uma concentragdo ndo téxica para os

animais em estudo.

O objetivo da presente pesquisa foi determinar os efeitos do trans-
resveratrol no perfil lipidico sérico e estresse oxidativo sérico e hepdtico em
animais induzidos a dislipidemia experimental.

Para cumprir com os objetivos propostos no presente trabalho, o mesmo

foi dividido em trés capitulos, sendo:

e Capitulo I. Efeitos do resveratrol sobre pardmetros
nutricionais e morfométricos em ratos alimentados com dieta
rica em colesterol e sacarose.

e Capitulo II. Perfil lipidico e estresse oxidativo séricos: Agdo
do resveratrol em animais submetidos a ingestdo de dieta
hipercaldrica.

e Capitulo III. Modulagdo do metabolismo e estresse oxidativo
hepdticos, pelo resveratrol, em animas alimentados com dieta

hipercaldrica.
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CAPITULO I

Efeitos do resveratrol sobre pardmetros
nutricionais e morfométricos em ratos
alimentados com dieta rica em colesterol e

sacarose



ABSTRACT

The aim this study was to determine the effects of resveratrol on
nutrition and morphometrics parameters, as well on blood glucose
triacilglycerol concentrations in rats receiving standard or hypercaloric diet.
Twenty four Wistar rats were divided into 3 groups. C control group (h=6); R
group (n=6) received standard diet as C group and resveratrol (6mg/L) in its
drinking water; H (n=12), received hypercaloric diet and drinking water for 30
days, when was divided into 2 groups; H (n=6) continued receiving hypercaloric
chow and water, and HR (n=6) receiving hypercaloric diet as H group and
resveratrol in drinking water as R group for 15 days. After 30 days, glucose
and triacilglycerol concentrations were determined in blood. After 45 days of
the experimental period the animals were anaesthetized morphometrics
determinations. No alterations were found on food consumption, food
preference and palatability among the groups. The voluntary food intake was
decreased in H animals, while lipid consumption, energy intake, body weight
gain were enhanced in these animals. No observations changes were found in
abdominal (AC) and thorax circumferences (TC), AC/TC ratio, body length and
body mass index (BMI) between the groups. H rats had increased fasting
serum blood glucose after 30 and 45 days of treatment, while triacilglycerol
was unchanged in these animals. Resveratrol reduced fasting serum blood
glucose after 30 days of treatment, but had no effects on body weight of the
animals. In conclusion resveratrol had beneficial effects on blood glucose

concentrations. This effect was associated with antioxidant proprieties.



RESUMO

Os objetivos deste capitulo foram determinar os efeitos da dieta
hipercalérica e da administragdo de resveratrol sobre pardmetros nutricionais,
morfométricos e concentragdes de glicose e triacilglicerol no sangue dos animais
experimentais. Utilizou-se 24 ratos Wistar, divididos inicialmente em 3 grupos.
Grupo C (n=6), controle, recebendo ragdo padrdo e dgua destilada. Grupo R (n=6)
recebendo ragdo padrdo e resveratrol (mg/L) na dgua de beber. Grupo H (n=12)
que recebeu dgua destilada e dieta hipercaldrica, o qual apés 30 dias foi
subdividido em 2 grupos, H (n=6) que continuou a receber dgua destilada e dieta
hipercalorica e HR (h=6) que recebeu dieta hipercalérica como no grupo H e
solugdo de resveratrol como no grupo R por 15 dias. Ao final de 30 dias foram
determinadas as concentragdes de glicose e triacilglicerol no sangue coletado
pela veia caudal e ao término do experimento (45 dias) os animais foram
anestesiados para determinagdo dos pardmetros morfométricos. Ndo foram
observadas alteragdes no consumo de ragdo, ingestdo de liquida, preferéncia
alimentar e palatabilidade, ja@ a taxa de ingestdo voluntdria apresentou-se
reduzida nos animais do grupo H. Animais submetidos a dieta hipercaldrica
apresentaram elevagdo no consumo de lipidios, energia ingerida, ganho de peso.
Ndo foram observadas alteragées ha circunferéncia abdominal (CA),
circunferéncia tordcica (CT), relagdo CT/CA, comprimento corporal e indice de
massa corporal (IMC) entre os grupos. Houve elevagdo na glicemia nos animais do
grupo H, durante 30 e 45 dias de tratamento, sem alteragdo na trigliceridemia.
O resveratrol reduziu as concentragdes de glicose sanguinea 30 e 45 dias apés o
tratamento, sem alterar o peso dos animais. Desde que a elevagdo na glicemia
pode estar associada d intolerdncia a glicose e ao estresse oxidativo, os efeitos
benéficos do resveratrol podem ser decorrentes de suas propriedades

antioxidantes.



INTRODUCAO

1. DIETA HIPERCALORICA E OBESIDADE

A escassez de alimento em determinadas épocas e o excesso do mesmo
em outras constituiu fator limitante para que, através da selegdo natural,
houvesse a necessidade do organismo em armazenar quantidades excedentes
de energia. Desta forma ocorreu a evolugdo de células denominadas adipdcitos
dispondo de tais calorias para o uso subseqiiente. Como conseqiiéncia da
elevada ingestdo alimentar podem ocorrer mudangas crdnicas no balango das
calorias, aumentando assim a prevaléncia de doengas relacionadas a obesidade
(UNGER & ORCI, 2001).

Obesidade é uma doenga crdnica provinda do desequilibrio caldrico, cuja
prevaléncia fem aumentado em vdrios paises, contribuindo substancialmente
com a morbidade e mortalidade associadas com resisténcia a insulina, diabetes,
hiperlipidemia, hipertensdo e doengas cardiovasculares (KIM et al.,2005).

A ingestdo de dietas hipercaldricas, ricas em sacarose tem sido uma
constante na maioria das populagdes podendo estar associada a elevada
incidéncia de obesidade e diabetes mellitus.

O aumento no conteldo de carboidratos na dieta pode induzir obesidade
(McGARRY, 1998; DINIZ et al., 2006) e mudangas adversas nos lipidios do
sangue (FRAYN & KINGMAN, 1995). O consumo de sacarose aumenta a sintese
de dcidos graxos no tecido hepdtico (EBAID et al., 2005) promovendo
dislipidemia (SORIA, 2002).

Dietas ricas em dcidos graxos insaturados tém sido frequentemente
associadas a diminuigdo no colesterol plasmdtico, diminuigdo na
hipertrigliceridemia e inibigdo na oxidagdo da LDL-colesterol. O efeito
antiaterogénico de dcidos monos e poliinsaturados tem sido alvo de vdrios
estudos (NOVELLI, 2005).

Dietas contendo colesterol e suplementada com lipidios e ou

carboidratos alteram o metabolismo lipidico (CHANUTIN & LUDEWIG, 1933).



Suplementagdo  dietética com  colesterol produziu em  coelhos,
hipercolesterolemia e les6es vasculares aterosclerdticas causadas por
aumento ha concentragdo de oxiesterois no plasma. Oxiesterois sdo os
primeiros representantes pro-aterogénicos de uma dieta rica em colesterol
(MOHAMEDAIN, 2000). Hipercolesterolemia é um fator frequentemente
observado em humanos com diabetes mellitus e certamente contribui com o
aumento de aterosclerose e doencas cardiovasculares associadas com esta
desordem metabdlica (MAECHIER et al., 1992).
2. ESTRESSE OXIDATIVO

Diversos estudos tém demonstrado que o aumento no consumo de calorias
exerce efeitos deletérios na salde induzindo danos oxidativos (NOVELLI et al,
2002; Diniz et al., 2005). O uso de oxigénio como combustivel para o
metabolismo oxidativo resulta na produgdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (FEUERS, 1998). Em condigbes fisiolégicas a célula pode tolerar o
estresse oxidativo, pois frequentemente responde com o aumento ha sintese de
sistemas de defesa antioxidantes, na tentativa para restaurar o balango entre
oxidantes e antioxidantes (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1996). O aumento do
consumo de calorias constitui um importante fator na redugdo da fluidez da
membrana da mitocéndria induzindo o estresse oxidativo (BURNEIKO et al.,
2005).

Importante fonte celular de estresse oxidativo é constituida pela
incompleta redugdo de oxigénio na cadeia respiratéria mitocondrial, produzindo
radical superdxido (ABUJA & ALBERTINI, 2001).

Estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre sistemas
oxidantes e antioxidantes (LAZAROVA et al., 2004). Durante o estresse
oxidativo, as ERO tais como radical superéxido (O,"), radical hidroperoxil (HO,),
hidroxil (OH"), peréxido de hidrogénio (H:02) e oxigénio singlet (* O ;) podem
produzir danos teciduais (SOHAL & WEINDURCH, 1996).

A fim de bloquear os efeitos das ERO, diversas substdncias tém sido

testadas como possiveis agentes antioxidantes.



3. ANTIOXIDANTES E RESVERATROL

Antioxidantes sdo substdncias capazes de prevenir os efeitos deletérios
da oxidagdo (JACKON, 1994), inibindo a iniciagdo da peroxidagdo lipidica,
seqiiestrando ou quelando ions metdlicos (HSIEH, 1989).

Compostos da dieta com capacidade de agdo quimica antioxidante sdo de
grande beneficio as defesas celulares e ajudam na protegdo de componentes
celulares contra danos oxidativos (ASTLEY, 2003).

Atualmente tem sido observado crescente interesse nos antioxidantes de
origem vegetal, dado que os mecanismos enddgenos de defesa do organismo
podem tornar-se inadequados para uma completa prevengdo do dano oxidativo
(KAUR & KAPPOR, 2002).

Resveratrol (3,45 - trans-trihidroxiestilbeno), € um polifenol com forte
atividade antioxidante (MIURA et al.,, 2003), descoberto na casca da uva
(TOMERA, 1999), sendo relativamente abundante em vinho tinto. Tem sido o
responsdvel pelos efeitos benéficos cardiovasculares associados ao consumo
moderado de vinho (HUNG et al., 2000). Associado a baixa mortalidade por
doengas cardiovasculares, observada em individuos com elevada ingestdo de
lipidios tem sido hipotetizado como um provdvel responsdvel pelo “paradoxo
frances”" (TOMERA, 1999; GAMBELLI & SANTARONI, 2004). WANG et al.
(2005) demonstraram que compostos fitoquimicos presentes no vinho tinto e o
resveratrol podem suprimir a aterosclerose, sem afetar as concentragdes de
lipidios sanguineos.

Resveratrol é um fenilpropanoide com atividade de fitoalexina produzida
em resposta a condigSes adversas tais como radiagdo UV e ataque de patdgenos
(FLOREANT, 2003; MARTINEZ & MORENO, 2000).

As fitoalexinas constituem um grupo de metabdlitos secunddrios
quimicamente diversos, que se acumulam em torno do local de infecgdo e
apresentam atividade antimicrobiana (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os precursores
do resveratrol sdo os dcidos cumdrico e maldnico na proporgdo de 1:3 (SOLEAS

et al., 1997), provenientes das rotas do dcido chiquimico e dcido mevaldnico.



Ao resveratrol tém sido atribuidos indmeros efeitos bioldgicos, como
redugdo na sintese de lipidios no figado de ratos, prevengdo da oxidagdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (FRéMONT, 1999), inibicdo da sintese de
eicosandides hos leucécitos de ratos, inibigdo da ativagdo e/ou agregagdo
plaquetdria, interferindo também com o metabolismo do acido araquiddnico
(HUNG, 2000), possui agdo anticancer e antiinflamatéria (MARTINEZ &
MORENO, 2000), sendo um potente inibidor de monoamino oxidase ho cérebro
de ratos.

MATERIAL E METODOS
1. ANIMAIS

Foram utilizados um total de 24 ratos machos adultos Wistar, de peso
médio 289,03 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério Central da
UNESP, "campus de Botucatu", e transferidos para o “Laboratério de Bioquimica
na Experimentagdo Animal" do Departamento de Quimica e Bioquimica, Instituto
de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde permaneceram durante todo o periodo
experimental, @ temperatura de 22 + 3°C, periodo claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram mantidos em gaiolas de pldstico individuais, recebendo
dieta basal (Biobase, SP, Brasil) e dgua destilada ad /ibitum. Para permitir a
aclimatagdo dos animais, os ratos permaneceram nas condigdes acima citadas por
um periodo de 15 dias antes do inicio do experimento. Diariamente as gaiolas
foram limpas.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Inicialmente, os animais foram divididos em 3 grupos. O grupo C (n=6) foi
considerado controle. O grupo R recebeu resveratrol dissolvido na dgua de beber (6
mg/L) e o grupo H (n=12) foi submetido a hiperlipidemia através da ingestdo de
dieta com elevada concentracdo de colesterol (COSTA et al, 1993) e sacarose.

Para o estudo dos efeitos da ingestdo de resveratrol em animais
hiperlipidémicos, apés 30 dias de consumo da dieta rica em colesterol e
sacarose, os animais do grupo H foram divididos em 2 sub-grupos (n=6),

recebendo diferentes tratamentos por mais 15 dias. O sub-grupo H continuou



recebendo dieta rica em colesterol e sacarose. O grupo HR recebeu a mesma
dieta do grupo H e resveratrol como no grupo R.
3. DIETA HIPERCALORICA

No preparo da ragdo contendo elevada concentragdo de dcidos graxos
insaturados, sacarose, colesterol e dcido célico, foram adicionados ao farelo da
ragdo padrdo; 847,71g de dleo de soja; 1310,11g de sacarose; 123,30g de
colesterol cristalino e 12,33g de dcido célico para cada 1 Kg de ragdo (REEVES,
1997; QUILES et al., 2003). A mistura foi homogeneizada com 2300mL de
dgua quente (inferior a 60°C ). A seguir, as ragdes foram colocadas em mdquina
especifica para formagdo de “pellets”. Estes foram secos em estufa com ar
circulante por um periodo de 24h, em temperatura inferior a 70°C. Apés
secagem as ragoes foram deixadas a temperatura ambiente para esfriar
durante 24h, e conservadas em cdmara fria & 6°C. A validade da ragdo
preparada era de 3 meses.

4. RESVERATROL

A dose de resveratrol foi estimada para corresponder a sua ingestdo
didria contida em 1 litro e meio de suco de uva por dia (DONG, 2003) para
humanos de 70 Kg, corrigida de acordo com a ingestdo didria por Kg de peso para
os animais (HABOLD et al., 2004).

O resveratrol foi dissolvido em dgua (6mg/L), usando-se etanol como
carreador (25mg resveratrol/ImL etanol). Nesta dose, o etanol ndo possui

efeito farmacoldgico ou sinérgico (BRADAMANTE et al., 2003).

O resveratrol é sensivel a luz, portanto todos os bebedouros foram
totalmente cobertos por folhas de papel aluminio durante o decorrer do

experimento (BRADAMANTE et al., 2003).

A média do consumo de resveratrol foi de 0,22 + 0,03 mg/dia para o
grupo R e 0,20 + 0,01 mg/dia para o grupo HR ndo apresentando diferenga

significante entre os dois grupos (Tabela V).



5. PARAMETROS NUTRICIONAIS E MORFOMETRICOS

O consumo alimentar e a ingestdo de liquido, foram controladas
diariamente, no mesmo hordrio (9:00 as 11:00 horas). Diariamente foi ofertada
50g de ragdo e 60 mL de liquido por animal. O consumo alimentar didrio foi
obtido pela subtragdo da dieta ofertada e o peso da dieta restante, apés o
consumo ad /ibitum em 24 horas. A ingestdo de liquidos foi obtida pela
subtragdo da dgua ou solugdo ofertada e quantidade restante, apds consumo ad
libitum em 24 horas.

Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e
semanalmente durante todo o periodo experimental. Devemos salientar que
durante o transcurso do experimento, os animais foram mantidos nas mesmas
condigdes, tais como: temperatura ambiente, gaiolas individuais, ragdes basais.
Foram determinados as circunferéncias abdominais, tordcicas e o comprimento
dos animais.

Tendo como base o consumo alimentar didrio médio, a energia da ragdo,
as porcentagens de proteinas, dcidos graxos e carboidratos e ganho de peso,
foram calculados os pardmetros nutricionais (DINIZ et al., 2002; NOVELLI et
al., 2002; EBAID et al., 2005):

e Consumo de proteinas (g/dia) = consumo didrio médio de ragdo X
porcentagem de proteinas da ragdo.

e Consumo de dcidos graxos (g/dia) = consumo didrio médio de ragdo X
porcentagem de dcidos graxos da ragdo.

e TIngestdo de carboidratos (g/dia) = consumo didrio médio de ragdo x
porcentagem de carboidratos da ragdo.

e Energia Ingerida (Kcal/dia) = consumo didrio médio de ragdo x energia
metabolizdvel de ragdo em Kcal/g.

e Preferéncia Alimentar (%) = [ingestdo alimentar/ 50g de dieta
ofertada] x 100.

¢ Palatabilidade (%) = [ingestdo de solugdo aquosa/ 60mL de solugdo

aquosa ofertada] x 100.



e Eficiéncia Alimentar (%) = [Ganho de peso /energia ingerida no
periodo total] x 100.

e Taxa de Ingestdo Voluntdria (%) = [quantidade de ingestdo média x
100]/ganho de peso.

Apds 30 dias os animais foram deixados em jejum de 12 horas para
determinagdes de glicose e triacilglicerol no sangue coletado através da veia
caudal dos animais. Ao final do periodo experimental (45 dias), apés jejum de
12 horas, os animais foram anestesiados (pentobarbital sédico 3%, 0,1mL, i.p.)
para determinagdo do comprimento corporal (cabega ao dnus, exceto a cauda),
circunferéncia abdominal e tordcica. Em seguida sacrificados por fratura
cervical e decapitagdo para retirada do sangue e figado para determinagdes
bioquimicas.

Como pardametro morfométrico foi utilizado o indice de massa corporal
(IMC). O IMC foi calculado dividindo - se o peso dos animais (g) pelo seu
comprimento ao quadrado (cm?).

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Na obtengdo
de valores significantes, o teste t foi utilizado para comparagdes entre dois
grupos experimentais, através do software InStat 3.0. O nivel de significancia

foi p<0,05 (CURI, 1997).

RESULTADOS

A Tabela I apresenta a composigdo da ragdo padrdo, ofertada aos
grupos C e R, bem como da dieta hipercaldrica oferecida aos animais dos
grupos H e HR.

Como esperado, houve elevagdo no conteldo de dcidos graxos totais e
de carboidratos totais ha dieta hipercalédrica. Este fato foi associado a adigdo
de dleo de soja e sacarose, elevando as concentragbes de dcidos graxos
insaturados e de sacarose na dieta hipercaldrica. Desde que houve acréscimo

de dcidos graxos insaturados e sacarose, a dieta hipercalérica apresentou



conteldo calérico de 341,10 Kcal/100g, comparada & dieta padrdo com 275,89
Kcal/100g.

A ingestdo didria de ragdo durante as seis semanas do periodo
experimental estd apresentada na Tabela IT. Pode-se observar que ndo houve
alteragdo significante no consumo de ragdo entre os grupos e entre as
semanas, no decorrer do experimento (Tabela IT).

Na Tabela III, esta apresentado o consumo didrio médio de
macronutrientes dietéticos durante todo periodo experimental. Pode-se
observar que a presenca de resveratrol na dgua de beber ndo alterou
significantemente o consumo de macronutrientes, tanto nos grupos H e HR
como nos grupos C e R. Ndo foram observadas diferengas significantes no
consumo de proteina entre os grupos C e R, assim como nos grupos H e HR. O
grupo H apresentou redugdo no consumo de proteina bem como o grupo HR
(Tabela ITI, Figura 1).

A Figura 2 apresenta o consumo didrio médio de dcidos graxos totais
pelos animais experimentais. Pode-se evidenciar que animais dos grupos H e HR
consumiram elevadas concentragdes de dcidos graxos totais, quando
comparados aos animais dos grupos C e R. Também pode-se verificar que a
presenga de resveratrol ndo alterou o consumo médio de dcidos graxos, quando
comparados aos grupos C e H. A Figura 3 apresenta o consumo de dcidos
graxos saturados entre os grupos, onde apenas os animais que receberam dieta
hipercalérica demonstraram redugdo no consumo, quando comparados aos
animais que receberam dieta padrdo.

O consumo de amido ndo apresentou diferenga significante entre os
grupos H e HR, assim como nos grupos C e R. Entretanto os grupos H e HR
apresentaram consumo de amido reduzido quando comparados ao C (Tabela ITT,
Figura 4).

Ndo foram observadas alteragdes significantes no consumo médio didrio

de liquidos, dgua ou solugdo aquosa de resveratrol entre os animais dos grupos



C e R, bem como entre os grupos H e HR. Houve redugdo significante no
consumo de dgua hos animais do grupo H, quando comparado ao C (Tabela IV).

A energia total ingerida apresentou-se elevada nos grupos H e HR,
quando comparados aos grupos C e R em todo periodo experimental (Tabela VI,
Figura 5). Ndo foram observados efeitos do resveratrol na energia ingerida,
tanto nos animais com dieta padrdo como na dieta hipercaldrica. A preferéncia
alimentar, palatabilidade e eficiéncia alimentar ndo apresentaram alteragdes
significantes entre os grupos (Tabela VI).

A Tabela VI apresenta a taxa de ingestdo voluntdria durante todo
periodo experimental. Os animais pertencentes aos grupos H e HR, ndo
apresentaram diferenga significante entre si e com o grupo C. Os grupos C e R
ndo apresentaram diferenca significante na taxa de ingestdo voluntdria (Tabela
VI).

Houve elevagdo no ganho de peso corporal final nos animais dos grupos
H e HR comparados aos grupos C e R. Ingestdo de resveratrol ndo alterou
ganho de peso dos animais mantidos com dieta padrdo e dieta hipercalérica
(Tabela VII, Figuras 6). Ndo foram observadas alteragdes significantes nos
pardmetros morfométricos analisados, incluindo comprimento corporal, IMC,
circunferéncia tordcica e abdominal entre os grupos experimentais (Tabela
VII).

Houve elevagdo na concentragdo de glicose sanguinea nos ahimais do
grupo H em relagdo ao grupo C, apos 30 e 45 dias de tratamento, a analise das
médias entre as concentragdes de glicose determinadas 30 e 45 dias do
periodo experimental demonstrou elevagdo significante na glicemia, nos animais
do grupo H, comparado ao C. Administracdo de resveratrol durante 15 dias,
reduziu significantemente a glicemia dos animais mantidos com dieta
hipercalérica, grupo HR comparado a H. Também foi possivel evidenciar que
ingestdo de resveratrol durante 30 dias induziu redugdo na glicemia nos
animais mantidos com dieta padrdo, grupo R comparado a C (Tabela VIII,

Figuras 7 e 8).



Ndo foram observadas alteragdes na trigliceridemia entre os animais

experimentais apés 30 e 45 dias de tratamento (Tabela IX).

Tabela I. Composigdo das dietas

Componentes Padrao Hipercalédrica
g/100g Kcal/100g g/100g Kcal/100g
Proteina 19,80 79,20 15,25 61,00

Acidos graxos

totais 441 39,69 11,86 106,74
Acidos graxos
insaturados - - 8,47 76,23
Acidos graxos
saturados 4,41 39,69 3,39 30,51
Carboidrato
total 39,25 157 43,34 173,36
Amido 39,25 157 30,24 120,96
Sacarose - - 13,10 52,40
Fibra 13,25 - 10,20 -
Colesterol - - 1,23 -
Acido célico - - 0,123 -
Outros () 23,29 - 17,94 -
Total 100 275,89 100 341,10

(*) Umidade, Vitaminas: (mg/Kg de ragdo) (A) 25,000 UT; (B;) 8,0 mg; (B2) 30,00 mg; (Bs)
14,0 mg; (B12) 40,0 mcg; (Ds) 5,000 UI; (E) 60,0 mg; (K) 6,0 mg; Biotina 80,0 mg; Niacina
80,0 mg; Acido félico 3,0 mg: Acido pantoténico 50,0 mg, Colina 1200 mg, Sais Minerais:.
Zinco 70,0 mg; Cobre 10,0 mg; Iodo 2,0 mg; Manganés 70,0 mg; Cobalto 1,5 mg; Ferro 50,0
mg; Selénio 0,1 mg e L-Lisina 1,2% e Metionina 0,45%. Composigdo bdsica do produto: milho
moido, farelo de soja, farelo de trigo, calcdrio calcitico, fosfato bicdlcico, cloreto de sédio
(sal comum). Composigdo das dietas determinada no Departamento de Tecnologia de
Produtos Agropecudrios da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas e Departamento de
Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - Unesp, Botucatu.



Tabela II. Ingestdo semanal de ragdo, pelos animais do grupo controle, mantidos
com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol
(bmg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e dgua
para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber
durante 30 dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de beber
durante 15 dias (HR).

Ingestao Grupos

Semanal de

Racio (g/dia) C R H HR
Primeira Semana 24,88 + 4,29 23,82 £2.50 27,13 £5,87 -
Segunda Semana 25,64 + 4,89 25,49 + 4,30 27,15 £4,96 -
Terceira Semana 25,66 +£ 6,37 26,66 + 3,33 25,91 £4,78 -
Quarta Semana 26,12 +4,82 25,65 +3,18 26,94 + 4,50 -
Quinta Semana 26,33 £5,92 26,89 +2,70 27,45 £ 6,25 30,14 +2,82
Sexta Semana 23,49 £ 5,10 24,62 £2,48 24,07 £5,73 26,43 +2,71
Média do

Experimento 25,35+ 1,04 2552 +1,17 26,44 + 1,28 28,29 + 2,62

Valores expressos como média + desvio padrdo. ¢ Diferenga significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.



Tabela III.Consumo didrio de proteina total, dcidos graxos fotais, dcidos graxos
insaturados, dcidos graxos saturados, carboidrato total, amido e sacarose, pelos
animais do grupo controle, mantidos com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que
receberam dieta padrdo e resveratrol (mg/L) na dgua de beber (R), animais que
receberam dieta hipercaldrica e dgua para beber (H) e animais mantidos com dieta
hipercaldrica e dgua para beber durante 30 dias, passando a receber resveratrol
(bmg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).

Grupos

C R H HR
Proteina (g/dia) 5,35 +£0,39° 5,05 £0,57 428 +0,57* 4,25 +0,35
Acidos graxos
totais (g/dia) 1,12 £ 0,23° 1,13+0,13 3,11 £0,76" 3,30 +£0,28
Acido graxos
insaturados
(g/dia) - - 2,37 +0,31 2,36 +0,20
Acidos graxos
saturados (g/dia) 1,19 +0,09° 1,13 +0,13 0,95 +0,13* 0,94 + 0,08
Carboidrato total 10,60 + 0,77 10,02 + 1,14 12,15+ 1,61 12,06 + 1,01
(g/dia)
Amido (g/dia) 10,60 +0,77¢ 10,02 + 1,14 7,93 +1,95% 8,42 +0,70
Sacarose (g/dia) - - 3,67 0,49 3,65 +£0,30

Valores expressos como média + desvio padrdo.  Diferenga significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.
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Figura 1. Consumo de proteina total (g/dia) pelos animais do grupo controle, mantidos
com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol
(bmg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercaldrica e dgua para
beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber durante 30
dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).
Valores expressos como média + desvio padrdo. ° Diferenga significante em relagdo ao
C, p<0,05. ® Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenga significante em relagdo ao HR, p<0,05.
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Figura 2. Consumo de dcido graxo total (g/dia) pelos animais do grupo controle,
mantidos com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e
resveratrol (6mg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e
dgua para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber
durante 30 dias, passando a receber resveratrol (mg/L) na dgua de beber durante 15
dias (HR). Valores expressos como média + desvio padrdo. ® Diferenga significante em
relagdo ao C, p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenca
significante em relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenga significante em relagdo ao HR,
p<0,05.
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Figura 3. Consumo de dcidos graxos saturados (g/dia) pelos animais do grupo controle,
mantidos com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e
resveratrol (6mg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e
dgua para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber
durante 30 dias, passando a receber resveratrol (bmg/L) na dgua de beber durante 15
dias (HR). Valores expressos como média + desvio padrdo. ® Diferenga significante em
relagdo ao C, p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenca
significante em relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR,
p<0,05.
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Figura 4. Consumo de amido (g/dia) pelos animais do grupo controle, mantidos com
ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol (6mg/L)
na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e dgua para beber (H)
e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber durante 30 dias,
passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).
Valores expressos como média + desvio padrdo. ® Diferenga significante em relagéo ao
C, p<0,05. ® Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; 4 Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.



Tabela IV. Ingestdo semanal de liquido, pelos animais do grupo controle, mantidos
com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol
(bmg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e dgua
para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber
durante 30 dias, passando a receber resveratrol (émg/L) na dgua de beber
durante 15 dias (HR).

Grupos
C R H HR

Primeira
Semana 33,84 +£5,50 29,63 + 5,87 31,20+ 7,43 -
Segunda
Semana 43,39 + 7,46 42,67 +5,58 37,81 £9,02 -
Terceira
Semana 39,54 + 10,08 38,05 + 4,68 34,19 + 6,96 -
Quarta
Semana 38,31 +10,08 36,24 +5,31 34,18 +7,24 -
Quinta
Semana 40,02 +9,47 35,89 +5,32 34,30 + 6,58 36,38 + 5,38
Sexta Semana

38,75 +9,6 33,26 +£5,02 34,30 + 6,58 33,31 +4,09
Média do
experimento 38,98 + 3,09° 35,96 = 4,40 34,33 £2,10" 34,85 2,17

Valores expressos como média + desvio padrdo. ¢ Diferenga significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.



Tabela V. Consumo de resveratrol, pelos animais que receberam dieta padrdo e
resveratrol (émg/L) na dgua de beber (R), e animais mantidos com dieta
hipercaldrica e dgua para beber durante 30 dias, passando a receber resveratrol

(bmg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).

Ingestao Semanal de Grupos

Resveratrol (mg/dia) R HR
Primeira semana 0,18 +0,04 % -
Segunda semana 0,26 + 0,03B -
Terceira semana 0,23 + 0,038 -
Quarta semana 0,22 + 0,038 -
Quinta semana 0,22 +0,03" 0,22 +0,03"
Sexta semana 0,20 +0,03"" 0,20 +0,03*
Média do experimento 0,22 +0,03 0,20 = 0,01

Valores expressos como média + desvio padrdo. ° Diferenga significante em relagdo ao
C, p<0,05. ® Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenga significante em relagdo ao HR, p<0,05.

Letras mailsculas diferentes indicam diferenga signhificante entre as semanas, com

p<0,05.



Tabela VI. Energia total ingerida, preferéncia alimentar, palatabilidade,
eficiéncia alimentar e taxa de ingestdo voluntdria nos animais do grupo controle,
mantidos com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e
resveratrol (émg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta
hipercaldrica e dgua para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercaldrica e
dgua para beber durante 30 dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua
de beber durante 15 dias (HR).

Parametros Grupos
Nutricionais

C R H HR
Energia Total
Ingerida
(Kcal/dia) 74,30 £ 5,38° 70,46 £ 8,13 89,24 + 8,22° 92,02 £ 8,26
Preferéncia
Alimentar (%) 54,02 +3,39 51,04 £5,79 56,08 + 7,43 55,67 £ 4,64
Palatabilidade
(%) 62,79 + 15,08 59,95 + 6,69 55,73 £ 13,79 58,69 + 9,28
Eficiéncia
Alimentar (%) 549 +1,15° 5,01 £0,33° 5,76 £ 1,27 5,20 £ 0,75

Taxa de Ingestao
Voluntéria (%) 15,50 +2,57 16,49 +0,92 12,33 +2,18 13,35 +£2,04

Valores expressos como média + desvio padrdo. ¢ Diferenga significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca significante em
relagdo ao H, p<0,05; 4 Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.
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Figura 5. Energia total ingerida (Kcal/dia) pelos animais do grupo controle, mantidos
com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrédo e resveratrol
(6mg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercaldrica e dgua para
beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber durante 30
dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).
Valores expressos como média + desvio padrdo. ® Diferenga significante em relagéo ao
C, p<0,05. ® Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; 4 Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.



Tabela VII. Peso inicial (PI), peso final (PF), ganho de peso (GP), circunferéncia
abdominal (CA), circunferéncia tordcica (cm), circunferéncia
abdominal/circunferéncia tordcica (CA/CT), comprimento total e indice de massa
corporal (IMC) nos animais do grupo controle, mantidos com ragdo padrdo e dgua
para beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol (6mg/L) na dgua de
beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e dgua para beber (H) e
animais mantidos com dieta hipercaldrica e dgua para beber durante 30 dias,
passando a receber resveratrol (mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).

Grupos
C R H HR

PI (g) 284,90 £ 27,71 267,68 £ 33,39 305,90 £39,85 297,66 + 23,39
PF (g) 379,53 + 34,24 360,81 £41,96 431,27 £50,90 425,98 £37,01
GP (g) 162,98 +17,77° 155,57 £ 23,43 210,99 +24,35" 213,41 + 41,67
CA (cm) 16,50 + 1,38 17,17 £ 1,13 17,08 £ 1,80 18,33 £ 1,21
CT (cm) 14,25 + 1,75 14,67 £ 0,82 14,50 + 1,73 15,50 £ 0,71
CA/CT 1,12 £ 0,08 1,17 £ 0,04 1,17 £ 0,09 1,18 £ 0,05
Comprimento

Total (cm) 23,08 £2,25 24,42 + 1,36 24,17 £2,46 24,50 £ 1,05
IMC (g.cm™) 0,64 £0,10 0,61 £0,12 0,66 £ 0,10 0,71 £0,02

Valores expressos como média + desvio padrdo. ® Diferenca significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenga significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.
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Figura 7. Ganho de peso (g) nos animais do grupo controle, mantidos com ragdo padrdo
e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol (mg/L) na dgua de
beber (R), animais que receberam dieta hipercalérica e dgua para beber durante 30
dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).
Valores expressos como média + desvio padrdo. ® Diferenga significante em relagéo ao
C, p<0,05. * Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.



Tabela VIII. Concentragdo de glicose sanguinea nos animais do grupo controle,
mantidos com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta padrdo e
resveratrol (bmg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta
hipercaldrica e dgua para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e
dgua para beber durante 30 dias (H*), passando a receber resveratrol (6mg/L) na
dgua de beber durante 15 dias (HR).

Determinacoes Grupos
Bioquimicas C R H HR

Glicose com 30

dias de

experimento

(mg/dL) 72,60 + 4,20 66,60 + 1,80 70,74 + 1,99* -

Glicose com 45

dias de

experimento

(mg/dL) 64,33 + 6,62 68,33 £5,35 81,11 +3,80"® 72,56 £ 5,41°

Média 68,46 + 5,85 67,47 +£1,22 73,47 + 3,86 72,56 + 5,41

Valores expressos como média + desvio padrdo.  Diferenga significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca significante em
relagdo ao H, p<0,05; 4 Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.

Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significante entre as semanas, com
p<0,05.
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Figura 8. Glicose (mg/dL) determinada através da veia caudal apés 30 dias de
experimento nos animais do grupo controle, mantidos com ragdo padrdo e dgua para
beber (C),animais que receberam dieta padrdo e resveratrol (6mg/L) na dgua de beber
(R), animais que receberam dieta hipercalérica e dgua para beber (H).
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Figura 9. Glicose (mg/dL) determinada através da veia caudal apés o término do
experimento (45 dias) nos animais do grupo controle, mantidos com ragdo padrdo e
dgua para beber (C), animais que receberam dieta padrdo e resveratrol (6mg/L) na
dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercaldrica e dgua para beber (H) e
animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua para beber durante 30 dias, passando
a receber resveratrol (mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).



Tabela IX. Concentragdo de ftriacilglicerol sanguineo nos animais do grupo
controle, mantidos com ragdo padrdo e dgua para beber (C), que receberam dieta
padrdo e resveratrol (bmg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta
hipercaldrica e dgua para beber (H) e animais mantidos com dieta hipercaldrica e
dgua para beber durante 30 dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua
de beber durante 15 dias (HR).

Determinacoes Grupos
bioquimicas

Triacilglicerol

com 30 dias de

experimento

(mg/dL) 154,17 £ 27,30 158,00 + 25,00 156,36 + 24,79 -

Triacilglicerol

com 45 dias de

experiento

(mg/dL) 143,50 £ 22,95 156,50 £ 29,19 145,33 + 20,40 134,83 £ 24,24

Média 148,83 + 7,54 157,25+1,06 156,36 + 7,80 134,83 + 24,24

Valores expressos como média + desvio padrdo. ¢ Diferenga significante em relagdo ao C,
p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca significante em
relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.



DISCUSSAO

Dietas hipercaldricas incluem geralmente aumento nas concentragdes de
carboidratos e lipidios (ACHENSON, 2004), o acréscimo destes
macronutrientes na dieta freqiientemente eleva seu conteddo calérico
(BURNEIKO et al., 2006).

Como esperado a adigdo de éleo de soja e sacarose induziu elevagdo no
conteldo calérico da ragdo. Deste modo, animais do grupo H e HR ingerem
maior quantidade de energia, comparado aos grupos C e R (Tabela I). A andlise
da porcentagem energética dos macronutrientes demonstrou que a dieta
hipercaldrica apresentava grande parte da energia proveniente de dcidos
graxos insaturados, decorrente do uso de dleo de soja, utilizado na sua
elaboragdo. Este fato pode estar associado ao elevado consumo de dcidos
graxos totais pelos animais dos grupos H e HR, comparados C e R (Tabelas I,
IT, IIT, IV).

A ingestdo da dieta hipercaldrica ndo alterou os pardmetros
nutricionais, palatabilidade, preferéncia alimentar e eficiéncia alimentar, tanto
na dieta padrdo como na dieta hipercalérica (Tabela VI). A manutengdo dos
pardmetros nutricionais descritos foi decorrente ao consumo alimentar (Tabela
IT) e ingestdo liquida (Tabela IIT), os quais ndo demonstraram alteragées
significantes entre os grupos experimentais.

Tem sido demonstrado que a sacarose pode elevar o peso corporal
quando administrada em solugdo, ou como suplemento (LAWTON & BLUNDELL,
1992), ja que sua metabolizagdo resulta em glicose e frutose, sendo ambas
geralmente armazenadas no tecido adiposo. Lipidios da dieta sdo facilmente
depositados no tecido adiposo (KIM et al.,, 2005). Desde que a dieta
hipercaldrica utilizada apresentou elevagdo no conteldo de sacarose e lipidios,
o0 ganho de peso dos animais pertencentes aos grupos H e HR (Tabela VII), foi
associado ao conteldo calérico da dieta hipercaldrica ofertada a estes grupos
(Tabela III). A energia total consumida foi elevada nos animais que receberam

dieta hipercaldrica (Tabela VI, Figura 5), indicando que o consumo de energia



que excedeu o gasto energético. O resveratrol ndo afetou o ganho de peso dos
animais aos quais foi administrado (MIURA et al., 2003) e nem a energia
ingerida pelos mesmos.

A ingestdo de energia é um fator importante na regulagdo do peso
corporal (CHICCO et al., 1999). A massa corporal é rapidamente aumentada na
proporgdo em que aumenta a ingestdo de calorias. No entanto, animais que
receberam dieta hipercalérica ndo apresentaram elevagdo no peso final,
circunferéncia abdominal (CA), circunferéncia tordcica (CT), bem como na
relagdo CA/CT quando comparados aos grupos que receberam dieta padrdo
(Tabela VII). Este fato indica um ndo actimulo de lipidio ha regido abdominal e,
portanto ndo aparecimento da obesidade nos animais dos grupos H e HR como
foi observado através do indice de massa corporal (Tabela VII) que ndo
apresentou diferenga significante entre os grupos experimentais. O
resveratrol ndo afetou o ganho de peso dos animais aos quais foi administrado
(MIURA et al. 2003).

Dieta suplementada com frutose e sacarose induz alteragdes
metabdlicas em animais, semelhantes ds observadas em individuos diabéticos
(POULSOM, 1986). O consumo de sacarose por periodos longos podem ser o
responsdvel pelo desenvolvimento de resisténcia a insulina (FRAYN &
KINGMAN, 1995).

A resisténcia d insulina, pode vir a explicar também o ndo aparecimento
de obesidade nos animais que receberam a dieta hipercaldrica e, portanto,
elevagdo da glicose sanguinea do grupo H aos 30 dias do periodo experimental
(Tabela VIII, Figura 7). A elevada ingestdo de carboidratos, geralmente é
responsdvel pela elevagdo no indice glicémico (BRAND-MILLER et al., 2002) e
pessoas que consomem alimentos com alto indice glicémico, e que apresentam
hiperglicemia, possivelmente podem estar contribuindo com exaustdo de
células p e provavelmente podendo desenvolver diabetes tipo 2 (SALMERON
et al, 1997), devido ao aumento na demanda pela secregdo de insulina

(FOSTER-POWELL & BRAND-MILLER, 1995; HOLT et al., 1997) na tentativa



de conter a hiperglicemia. Elevagdes na glicemia podem induzir ao estresse
oxidativo (BAYNES et al., 1991).

A glicose pode reagir ndo enzimaticamente com amino grupos terminais de
proteinas, ou de lisina por meio de uma reagdo denominada glicosilagdo (ISLAN
et al., 1995), impedindo a captagdo de glicose em vdrios tecidos.

No processo de glicosilagdo ocorre a condensagdo da glicose com um
grupamento d-amino, com N-terminal ou grupamento € - amino de residuos de
lisina via base de Schiff seguida pela formagdo de cetoamino (SAKURAI
&TSUCHIYA, 1988). Estas condigdes tém sido apontadas como responsdveis
pela geragdo de ERO em elevada concentragdo de glicose (OOKAWARA et al.,
1992).

O excedente de glicose presente na corrente sanguinea pode estar
sendo deslocada para a hemoglobina e oxidada através da via das pentoses
(NICOLIELO et al., 2006). A hemdcia é uma célula particular porque
transporta oxigénio sem consumi-lo, no entanto, em casos envolvendo
hiperglicemia, pode ocorrer a formagdo da hemoglobina glicosilada designada
HbAlc, onde a hemdcia combina-se a grupos amino do NH2-terminal da cadeia
p da hemglobina, e glicose. O grupo aldeido da glicose forma uma base Schiff
com grupo amino do NH2-terminal, por reagdo espontdnea (ndo enzimdtica)
conhecida como arranjo de Amadori. A concentragdo de HbAlc é dependente
da concentracdo de glicose no sangue apresentando-se em grandes
concentragées em individuos com diabetes mellitus, sendo uma das principais
complicagdes envolvendo esta patogenia (DEVLIN, 1998).

O excedente de glicose apresentado pelos animais pertencentes ao
grupo H pode seguir para o tecido hepdtico, transformado em dcidos graxos e
armazenado na forma de triacilglicerol (CHAMPE et al., 2007).

Animais do grupo HR ndo apresentaram diferenga significante em
pardmetros nutricionais, ja que segundo JUAN et al (2001), tanto o consumo
alimentar, quanto a ingestdo liquida e a eficiéncia alimentar ndo sdo afetados

pelo consumo de resveratrol. WANG et al. (2005) estudando o efeito do



resveratrol em coelhos mantidos com dieta hipercolesterolémica reportaram
que o resveratrol foi bem tolerado pelos animais experimentais, o consumo de
resveratrol pode ser observado na Tabela V. Resveratrol (trans- 3, 5, 4'
trihidroxiestilbeno), € o principal polifenol presente em uvas. E reportado como
agente antioxidante, antiinflamatério, anti plaquetdrio, capaz de inibir a
aterosclerose (PERVAIZ, 2003). A casca da uva constitui excelente fonte de
resveratrol que pode ser consumido na fruta fresca ou em seus subprodutos
como vinhos e sucos (TOMERA, 1999).

Ao término do periodo experimental, 45 dias, o grupo HR apresentou
redugdo na glicemia de jejum quando comparado ao grupo H, evidenciando uma
possivel agdo hipoglicemiante do resveratrol em condigdes de elevada ingestdo
calorica (Tabela VIII, Figura 8). A agdo hipoglicemiante do resveratrol pode
estar associada a monofosfato de adenosina ativador de proteina quinase
(AMPQ) que aumenta a captagdo de glicose pelo misculo esquelético (PARK et
al., 2007).

AMPQ constitui um sensor que regula o metabolismo de glicose e
lipidios. Quando ativado pela ligagdo alosterica ao AMP (monofosfato de
adenosina) ou fosforilagdo de sua unidade catalitica Thr 172, o AMPQ acelera
vias catabdlicas incluindo a oxidagdo de glicose e dcidos graxos, gerando ATP
(trifosfato de adenosina) (MAKINDE et al., 1997, ZONG et al., 2002).

Durante os trinta primeiros dias de experimento, os animais do grupo R
(resveratrol) os quais ingeriram dieta padrdo e receberam resveratrol na dgua
de beber (6mg/L), apresentaram glicemia de jejum reduzida quando comparado
ao grupo C (controle) indicando uma possivel agdo hipoglicemiante do
resveratrol neste grupo (Tabela VIITI) talvez devido ao mesmo mecanismo de
agdo via ativagdo de AMPQ. Aos 45 dias os animais do grupo R ndo
apresentaram redugdo na glicemia de jejum quando comparado ao grupo C, fato
que pode estar associado a possivel desenvolvimento de intoxicagdes pela

administragdo continua de resveratrol aos animais pertencentes a este grupo.



A insulina estimula a atividade da lipoproteina lipase inibindo a lipdlise
(NIEMEIJER-KANTERS et al., 2001), no entanto, em condi¢des de resisténcia
a insulina, a deficiéncia da lipoproteina lipase, leva a hipertrigliceridemia em
jejum e pds-prandial. Entretanto, animais dos grupos H e HR ndo apresentaram
hipertrigliceridemia no jejum como observado na Tabela IX, mesmo com
elevada ingestdo de dcidos graxos totais (Tabela ITI, Figura 2). A manutengdo
na trigliceridemia pode estar associada d combinagdo de sacarose e dcidos
graxos os quais fazem parte da dieta hipercalérica. Estudos recentes tém
demonstrado o papel de dcidos graxos insaturados na redugdo da
trigliceridemia (DINIZ et al., 2005), fato associado a menor deposicdo destes
dcidos graxos no tecido adiposo, pois a presenga de duplas ligagées em dcidos
graxos insaturados produz dobras em sua cadeia e dificulta a aproximagdo dos
dcidos graxos (NOVELLI, 2005) e, portanto sua deposi¢do no tecido adiposo
(DINIZ et al., 2005).

Os resultados deste capitulo permitiram concluir que a dieta
hipercaldrica induziu elevagdo no ganho de peso dos animais e elevou a glicemia,
embora ndo tenha induzido alteragdo na concentragdo de triacilglicerol sérico.
Administragdo de resveratrol reduziu a glicemia no jejum independente da

dieta ingerida.
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CAPITULO IT

Perfil lipidico e estresse oxidativo séricos:
Acdo do resveratrol em animais
submetidos a ingestdo de dieta

hipercalorica



ABSTRACT

This study were undertaken to analyze the effects of resveratrol on
lipid profile and oxidative stress in rats submitted the hypercaloric diet.
Twenty four Wistar rats were divided into 3 groups. C group (control, n=6);
R group (resveratrol, n=6) received standard diet as C group and treated
with resveratrol (bmg/L) in drinking water; H group (hypercaloric, n=12),
received hypercaloric diet and drinking water for 30 days, when were
divided into 2 groups; H (n=6) and HR (n=6) received hypercaloric diet as H
group and resveratrol in drinking water as R group for 15 days. After 45
days of treatment, the blood and liver were colleted for biochemistry
determinations. H rats had higher serum glucose, total cholesterol, LDL-
cholesterol (LDL), total antioxidant substances (TAS) and lactate
dehydrogenase, as well as LDL/Triacilglycerol (T6) and TAS/lipid
hydroperoxide (HP) than C group. Rats fed hypercaloric diet had lower HDL-
cholesterol and HDL/TG, HDL/LDL ratios than C. Resveratrol administration
in hypercaloric diet fed rats decreased LDL oxidation and increased HDL/TG
ratio was related to reduced LDL and HDL interaction and/or due
apolipoprotein B copper chelating activity. The increased LDH activity was
attributed to resveratrol toxicity. In conclusion, resveratrol had beneficial
effects on lipid profile and oxidative stress decreasing ox-LDL, and

enhancing HDL-cholesterol and HDL/TG ratio.



RESUMO

Neste capitulo foram analisados os efeitos do resveratrol sobre o
perfil lipidico e estresse oxidativo séricos em ratos submetidos a dieta
hipercaldrica.  Utilizou-se 24 ratos Wistar, divididos em 3 grupos: C
(controle, n=6), que recebeu dieta padrdo e dgua, R (n=6), que recebeu dieta
padrdo e resveratrol (mg/L) na dgua de beber; e grupo H (n=12) que recebeu
dieta hipercalérica e dgua de beber até o 30° dia de experimento, quando foi
dividido em 2 subgrupos: H (n=6), e HR (n=6) que recebeu dieta como no
grupo H, e resveratrol (bmg/L) na dgua de beber durante 15 dias. Apds 45
dias de experimento o sangue e o figado foram coletados para as
determinagdes bioquimicas. A ingestdo de dieta hipercaldrica elevou as
concentragdes de glicose, colesterol total, LDL-colesterol, e a relagdo LDL-
colesterol/triacilglicerol (TG), reduzindo a concentragdo de HDL-colesterol,
bem como as relagées HDL/TG e HDL/LDL, fatores relacionados a sindrome
metabélica. H e HR apresentaram elevagdo nas concentragées de substancias
antioxidantes fotais (SAT) e a relagdo SAT/hidroperéxido de lipidio (HP),
aumentando a atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH). Os
resultados demonstraram que a dieta hipercaldrica foi responsdvel pela
elevagdo na concentragdo de LDL-colesterol nos animais dos grupos H e HR,
elevando também as concentragdes de LDL-oxidada (LDL-0x) no grupo H. A
administragdo de resveratrol em animais que receberam dieta hipercalérica,
impediu oxidagdo da LDL, e elevou as concentragdes de HDL-colesterol, bem
como a relagdo HDL/TG, provavelmente impedindo a interagdo da LDL com
HDL e/ou quelando o cobre presente em sua apolipoproteina B. O resveratrol
elevou a atividade da LDH em animais tratados, indicando um possivel efeito
téxico do polifenol quando utilizado por periodos longos. Conclui-se, que o
tratamento com resveratrol impediu elevagdo na concentragdo de LDL-ox e
redugdo na concentragdo de HDL, elevando a relagdo HDL/TG no soro dos

animais aos quais foi administrado, atuando como agente antioxidante.



INTRODUCAO

1. DIETA HIPERCALORICA E ESTRESSE OXIDATIVO

Alteragdes na composicdo de dietas modificam a forma com que a
energia proveniente destas dietas ¢ utilizada levando ao aumento nos
depdsitos de gordura (SMITH et al., 1998). Carboidratos e proteinas, quando
obtidas da em excesso em relagdo as necessidades desses compostos, podem
ser convertidos em dcidos graxos, que sdo armazenados como triacilglicerdis
(CHAMPE et al., 2007).

Dietas hipercaldricas ricas em sacarose e lipidios t&m sido associadas
a elevada incidéncia de obesidade, dislipidemia e aterosclerose.

Embora muito tenha sido estudado sobre os efeitos adversos do
consumo de dietas hipercaldricas, os efeitos da ingestdo de dietas contendo
combinagdo de colesterol e sacarose, sobre os marcadores de estresse
oxidativo no soro e no tecido hepdtico ainda ndo foram estabelecidos.

A ingestdo elevada de calorias estaria relacionada a diminuigdo na
capacidade metabélica de nutrientes no organismo e aumento na taxa
metabdlica (STEVENSON et al.,, 1964). A utilizagdo de oxigénio no
metabolismo de nutrientes é hecessdria a sobrevivéncia de organismos
aerdbicos. No entanto, o oxigénio pode ter efeitos téxicos e ser prejudicial a
longo prazo (SOHAL & WEINDRUCH, 1996). Estudos demonstram que pode
ocorrer cerca de 1 a 2% de erro na transferéncia de elétrons para o oxigénio
durante a respiragdo celular, resultando na formagdo de radicais livres
(FEUERS, 1998).

Segundo BECKMAN & AMES (1998), a dieta hipercaldrica aumenta a
produgdo de radicais livres, induzindo estresse oxidativo que é definido como
o desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e as
defesas celulares (NISHIYAMA et al., 1998). Diversos estudos tém
demonstrado que o aumento no consumo de calorias exerce efeitos deletérios

na salde ao induzir danos oxidativos (NOVELLI et al., 2002; DINIZ et al.,



2004) e alteragbes patolégicas como aumento das modificagbes
degenerativas observadas no envelhecimento (DROGE, 2002).

Durante o estresse oxidativo, ERO, tais como o radical superdxido
(O2), radical hidroxil (OH) e o peréxido de hidrogénio (H.O,) podem
produzir danos, como a peroxidagdo de lipidios insaturados das membranas
celulares. A peroxidagdo lipidica de membranas celulares pode levar a perda
da fungdo das mesmas através da inativagdo de receptores de enzima ligados
a membrana, podendo aumentar sua permeabilidade ndo especifica, levando a
lise celular (GUTTERIDGE & HALIWELL, 1990).

A nogdo que estresse oxidativo contribui para alteragdes
cardiovasculares foi originalmente fornecida pela observagdo que a
modificagdo oxidativa da LDL, particularmente das LDL menores e mais
compactas, formando LDL-oxidada (BRADAMANTE et al., 1992), constitui
importante fator de risco podendo induzir a formagdo de células espumosas
iniciando o processo de aterosclerose (HUIX et al., 2002).

Em vdrios érgdos o dano celular provocado pelo estresse oxidativo é
seguido pela liberagdo de enzimas citoplasmdticas para o sangue, permitindo
o diagnéstico de doengas relacionadas a dérgdos como figado e coragdo
(SUNDBERG et al., 1994). As correlagdes entre caracteristicas metabdlicas
de alguns tecidos e a atividade de enzimas no soro tém sido amplamente
estudadas e constituem a base do diagndstico clinico.

Estudos experimentais t€m reportado que alteragbes metabdlicas
induzidas por dietas hipercaldricas sdo inibidas pela terapia antioxidante,
sugerindo que o estresse oxidativo tem importante papel nas alteragdes
metabdlicas da obesidade (LEE et al., 1999).

2. PAPEL DOS POLIFENOIS PRESENTES NA DIETA

Recentemente tem aumentado o interesse na descoberta de

substdncias naturais capazes de atuar como antioxidantes, podendo conter

ou mesmo reverter danos causados pelo estresse oxidativo.



Estudos epidemiolégicos tém demonstrado consistentemente a
associagdo positiva entre o consumo de frutas e vegetais, com alto conteldo
de polifendis, com redugdo nas taxas de mortalidade por doengas
cardiovasculares, cdncer e outras patologias degenerativas (DILLARD &
GERMAM, 2000).

Os polifendis sdo compostos que incluem flavondides e dcidos
fendlicos entre outros metabdlitos (MANACH et al., 1997).

Flavonéides e dcidos fendlicos (polifendis encontrados em abunddncia
em plantas) tém sido investigados /1 vitro devido a possiveis atividades
antioxidantes destes compostos (WHITEHEAD et al., 1995). O consumo de
dieta rica em polifendis contribui com os beneficios cardiovasculares através
de suas propriedades antioxidantes e antiinflamatérios (OU et al., 2006).

Resveratrol (3,5,4, - trihidroxiestilbeno) tem sido identificado
em 72 espécies de plantas distribuidas em 31 géneros e 12 familias
(ACQUAVIVA et al., 2002), muitas incluidas na dieta humana como amoras,
amendoins e uvas (SOLEAS et al., 1997). O resveratrol em sua forma trans
presente principalmente em vinhos tintos, é reportado como protetor de
células endoteliais contra apoptose e actimulo de cdlcio (OU et al., 2006).

Resveratrol tem sido citado por sua capacidade em eliminar ERO
e outros radicais livres, além de inibir a peroxidagdo lipidica de membranas
celulares, bem como inibir danos ao DNA (acido desoxirribonucléico)
causados por radicais hidroxil ((OH) (LEONARD eft al., 2003).

O papel do resveratrol no perfil lipidico sérico vem sendo alvo de
discussdo entre vdrios pesquisadores. Segundo SOLEAS et al. (1997), o
resveratrol foi responsdvel pela redugdo intracelular na taxa de secregdo de
ésteres de colesterol, bem como da taxa de secregdo de triacilglicerol em
culturas de células hepdticas. O resveratrol foi capaz de inibir a peroxidagdo
lipidica de membranas (FAUCONNEAU et al., 1997) e reduzir a concentragdo
de lipoproteinas de baixa e de muito baixa densidade (FRANKEL et al., 1993)
através da modulagdo do metabolismo de lipoproteinas (MENG et al., 2005),



condigGes que ajudam na prevengdo de doengas cardiovasculares. ARICHI et
al. (1980), reportaram beneficios do resveratrol no perfil lipidico de ratos
alimentados com éleo de milho e colesterol, com reducdo nas concentracées
de triacilglicerol e colesterol total no figado destes animais.

No entanto, alguns pesquisadores reportaram que a administragdo de
resveratrol ndo é capaz de alterar o perfil lipidico sérico de animais.
WILSON et al. (1996), por exemplo, ndo observaram alteragdo no perfil de
lipoproteinas entre os grupos controle e tratados com resveratrol, bem como
ZERN et al. (2003) que reportaram que a administragdo de polifendis
presentes na uva ndo provocou alteragdes nas concentragdes de colesterol no
plasma e tecido hepdtico de suinos. Segundo WANG et al. (2005),
resveratrol ndo alterou o perfil lipidico sérico de ratos que ingeriram dieta
rica em colesterol.

Tendo em vista estas controvérsias, o presente capitulo objetivou
analisar os efeitos da administragdo do polifenol resveratrol sobre o perfil

lipidico sérico de ratos submetidos a dieta hipercaldrica.

MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Foram utilizados um total de 24 ratos machos adultos Wistar, de peso
médio 289,03 + 16,65 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério
Central da UNESP, "campus de Botucatu", e transferidos para o
“Laboratério de Bioquimica ha Experimentagdo Animal" do Departamento de
Quimica e Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde
permaneceram durante todo o periodo experimental, a temperatura de 22 +
3°C, periodo claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram mantidos em gaiolas de pldstico individuais,
recebendo dieta basal (Biobase, SP, Brasil) e dgua destilada ad /ibitum. Para

permitir a aclimatagdo dos animais, os ratos permaneceram nas condigdes



acima citadas por um periodo de 15 dias antes do inicio do experimento.
Diariamente as gaiolas foram limpas.

Inicialmente, os animais foram divididos em 3 grupos. O grupo C (n=6) foi
considerado controle. O grupo R recebeu resveratrol dissolvido na dgua de
beber (6mg/L) e o grupo H (n=12) foi submetido a hiperlipidemia através da
ingestdo de dieta com elevada concentragdo de colesterol (COSTA et al, 1993)
e sacarose.

Para o estudo dos efeitos da ingestdo de resveratrol em animais
hiperlipidémicos, apés 30 dias de consumo da dieta rica em colesterol e
sacarose, os animais do grupo H foram divididos em 2 sub-grupos (n=6),
recebendo diferentes tratamentos por mais 15 dias. O sub-grupo H
continuou recebendo dieta rica em colesterol e sacarose. O grupo HR
recebeu a mesma dieta do grupo H e resveratrol como no grupo R.

O consumo alimentar e a ingestdo de liquido foram controlados
diariamente, no mesmo hordrio (9:00 as 11:00 horas). Diariamente foi
ofertada 50g de ragdo e 60 mL de liquido por animal. O consumo alimentar
didrio foi obtido pela subtragdo da dieta ofertada e o peso da dieta
restante, apés o consumo ad /ibitum em 24 horas. A ingestdo de liquidos foi
obtida pela subtragdo da dgua ou solugdo ofertada e quantidade restante,
apds consumo ad /ibitum em 24 horas.

Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e
semanalmente durante todo o periodo experimental. Foram determinados
as circunferéncias abdominais, tordcicas e o comprimento dos animais ao
final do experimento.

Foram calculados os pardmetros nutricionais (DINIZ et al., 2002;
NOVELLT et al., 2002; EBAID et al., 2005), consumo de proteinas (g/dia),
consumo de dcidos graxos (g/dia), ingestdo de carboidratos (g/dia), energia
ingerida (Kcal/dia), preferéncia alimentar (%), palatabilidade (%), eficiéncia

alimentar (%) e taxa de ingestdo voluntdria (%).



Como pardmetro morfométrico foi utilizado o indice de massa corporal
(IMC). O IMC foi calculado dividindo - se o peso dos animais (g) pelo seu
comprimento ao quadrado (cm?).

A dose de resveratrol foi estimada para corresponder a sua ingestdo
didria contida em 1 litro e meio de suco de uva por dia (DONG, 2003) para
humanos de 70 Kg, corrigida de acordo com a ingestdo didria por Kg de peso
para os animais (HABOLD et al., 2004). O resveratrol foi dissolvido em
dgua (6mg/L), usando-se etanol como carreador (25mg resveratrol/lmL
etanol). Nesta dose, o etanol ndo possui efeito farmacoldgico ou sinérgico
(TURNER et al., 1999). O resveratrol é sensivel a luz, portanto todos os
bebedouros foram totalmente cobertos por folhas de papel aluminio
durante o decorrer do experimento (BRADAMANTE et al., 2003).

2. OBTENGCAO DE AMOSTRAS

Ao término do experimento (45 dias), apds jejum de 12 horas os
animais foram anestesiados (pentobarbital sédico 3%, 0,ImL, ip.), e
sacrificados por fratura cervical e decapitagdo. O sangue foi coletado em
tubos de ensaio, com auxilio de funil. O soro foi separado por centrifugagdo
a 3.000 rpm e utilizado para a determinagdo de proteinas totais, lipidios,
glicose, hidroperéxido de lipidio, substdncias antioxidantes totais (SAT),

LDL-oxidada e das atividades da enzima lactato desidrogenase.
3. DETERMINACOES BIOQUIMICAS

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através da concentragdo
de substdncias antioxidantes totais (SAT) (MILLER, et al., 1993), assim
como andlise de marcadores da lipoperoxidagdo como hidroperéxido de
lipidio (HP) (JTANG et al., 1991) e a concentragdo da LDL-oxidada no soro
(SCOCCIA et al., 2001).

Triacilglicerdis foram determinados enzimaticamente na presenga de
lipase lipoproteica, glicerolquinase, glicerol fosfato oxidase, ATP e

peréxido de hidrogénio (MOURA, 1982). A LDL-colesterol foi obtida



segundo cdlculo de FRIEDEWALD et al. (1972). O colesterol foi
determinado enzimaticamente pela colestrol oxidase (MOURA, 1982) com
hidrélise enzimdtica prévia dos ésteres, mediante uma lipase. As
lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL) foram
precipitadas seletivamente pelo dcido fosfotungstico. No sobrenadante
ficam as HDL determinadas pelo colesterol ligado a elas (LOPES VIRELLA
et al, 1977). As determinagdes de proteinas totais foram realizadas
segundo MOURA (1982).

A atividade da LDH foi determinada pela oxidagdo do NADH a 340nm,
tendo o piruvato como substrato (BASS et al., 1969).

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Na
obtengdo de valores significantes, o teste t foi utilizado para comparagdes
entre dois grupos, através do software InStat 3.0. O nivel de significancia

foi p<0,05 (CURTI, 1997).

Comparagbes entre pardmetros nutricionais e metabdlicos séricos
foram analisados através da correla¢do linear de Pearson. O nivel de

significancia foi estimado com p<0,05 (SMITH et al., 1998).
RESULTADOS

Na Tabela I pode-se observar elevagdo na concentragdo de glicose no
soro dos animais pertencentes aos grupos H e HR quando comparados ao C. O
resveratrol ndo apresentou efeitos nha concentragdo de glicose sérica nos
animais pertencentes aos grupos R e HR em relagdo aos grupos C e H
respectivamente.

A administragdo de dieta hipercaldrica foi responsdvel pela elevagdo
nas concentragées de colesterol total e LDL-colesterol nos animais dos
grupos H e HR quando comparados ao C (Tabela I). A Tabela I demonstra que
0s animais que ingeriram a dieta rica em colesterol e sacarose (H e HR)

apresentaram redugdo na relagdo HDL/LDL e elevagdo na relagdo LDL/TG



comparados aos demais grupos experimentais. Animais do grupo H
apresentaram redugdo na concentragdo de HDL-colesterol e na relagdo
HDL/TG quando comparados ao C (Tabela I).

Resveratrol reduziu a concentragdo de LDL-oxidada no grupo R em
relagdo ao C e no grupo HR em relagdo a H (Tabela I). A relagdo HDL/TG
expressa na Tabela I apresentou-se elevada em HR quando comparada a H.
No entanto o grupo R apresentou a relagdo HDL/TG reduzida em relagdo ao
C.

As concentragdes de proteina total, triacilglicerol, VLDL-colesterol e
apolipoproteina B ndo apresentaram diferenga significante entre os grupos
(Tabela I).

Na Tabela IT observar-se que animais pertencentes aos grupos H e
HR apresentaram elevagdo has concentragées de substdncias antioxidantes
totais (SAT), na relagdo SAT/HP e na atividade da enzima lactato
desidrogenage (LDH) em relagdo ao grupo C. As concentragdes de
hidroperdxido de lipidio ndo apresentaram diferenga significante entre os
grupos.

Houve elevagdo ha relagdo SAT/HP e na atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH) nos grupos R, H e HR quando comparados ao C (Tabela
II).

Observando-se a correlagdo entre a varidvel nutricional (Tabela ITT,
Capitulo I), e a varidvel sérica (Tabela I), observamos valores
significantemente positivos entre consumo de lipidios e LDL-colesterol

(Figura 1).



Tabela I. Concentragdes de proteina total, glicose, triacilglicerol (TG),
colesterol total (CT), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteina de elevada densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade
(LDL), LDL-oxidada (LDL-o0x), apolipoproteina B (Apo B) e relagées HDL/
LDL, HDL/TG e LDL/TG no soro dos grupos controle, mantidos com ragdo
padrdo e dgua de beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol
(6mg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta hipercaldrica e
dgua de beber (H) e animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua de
beber durante 30 dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de
beber durante 15 dias (HR).

Grupos
C R H HR
Proteina Total
(g/dL) 7,77 £0,43 7,72 £ 0,30 7,75 £0,41 7,47 +£0,27
Glicose
(mg/dL) 135,13 + 145,08 + 178,53 + 18,62 166,96 + 19,03
11,38¢ 11,86
Triacilglicerol
(mg/dL) 138,90 + 154,50 + 145,30 + 20,40 134,80 +
18,71 12,01 24,24
Colesterol Total
(mg/dL) 55,17 £10,67° 65,51 £15,95 96,77 +17,40° 92,46 + 10,32
VLDL-
Colesterol
(mg/dL) 27,78 £ 3,74 30,90 + 2,40 29,07 + 4,08 26,97 + 4,84
LDL-colesterol
(mg/dL) 17,17 +9,37¢ 20,06 7,70 60,34 +10,11* 56,85 + 8,03
HDL-colesterol
(mg/dL) 10,22 +1,25°¢ 9,09 0,70 7,20 + 1,50° 8,64 +1,30
LDL-ox
(umol/mmol) 5,40 + 0,88 1,04 £0,51* 3,17 + 0,66 1,79 £ 0,86°
Apo B (g/dL) 0,18 +0,02 0,17 £0,02 0,19 +0,04 0,18 £0,01
HDL/LDL 0,785 + 0,512 +£0,124* 0,125 +£0,039* 0,155 +0,034
0,152
HDL/TG 0,071 £0,009° 0,059 + 0,004 0,050 +0,008** 0,067 +0,01°
LDL/TG 0,125 +£0,072° 0,132+0,059 0,416 +0,092° 0,428 + 0,063

Valores expressos como média + desvio padrdo.” Diferenga significante em relagéo
ao C, p<0,05. ° Diferenga significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenca
significante em relagdo ao H, p<0,05; ¢ Diferenca significante em relagdo ao HR,
p<0,05.



Tabela II. Concentragdes de hidroperédxido de lipidio (HP), substdncias
antioxidantes totais (SAT), relagdo SAT/HP e atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH) no soro dos grupos controle, mantidos com ragdo padrdo e
dgua de beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol (mg/L) na dgua
de beber (R), animais que receberam dieta hipercaldrica e dgua de beber (H) e
animais mantidos com dieta hipercalérica e dgua de beber durante 30 dias,
passando a receber resveratrol (6mg/L) na dgua de beber durante 15 dias
(HR).

Determinagdes Grupos

Bioquimicas C R H HR
Hidroper6xido

de Lipidio

(nmol/mL) 4,52 +0,38 4,27 0,15 4,18 +0,44 4,09 +0,17
SAT (%) 71,12 £5,90° 75,01 £2,74 81,69 +6,01* 78,23 +3,39°
SAT/HP 15,26 +1,89° 17,60 + 1,30° 19,88 +1,93° 19,15 + 1,67

LDH (nmol/dL) 84,15 +9,23 259,67 £ 12,68" 279,44 + 287,60 £ 29,60
26,17*

Valores expressos como média + desvio padrdo.® Diferenca significante em relagdo ao
C, p<0,05. ° Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; 4 Diferenga significante em relagdo ao HR, p<0,05.
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Figura 1. Correlagdo entre consumo de lipidio (g) e concentragdo de LDL-colesterol
(mg/dL) nos animais do grupo controle, mantidos com ragdo padrdo e dgua para
beber (C), que receberam dieta padrdo e resveratrol (6mg/L) na dgua de beber (R),
animais que receberam dieta hipercalérica e dgua para beber (H) e animais mantidos
com dieta hipercalérica e dgua para beber durante 30 dias, passando a receber
resveratrol (6mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).

Valores de "r" e “p" obtidos através da Correlagdo de Pearson, diferengas
consideradas significantes com p<0,05.



DISCUSSAO

Dietas hipercaléricas podem induzir alteragées metabdlicas
como hipertensdo, diabetes, dislipidemia, obesidade e estresse
oxidadivo. Em estudos realizados com animais tem sido observado que
a taxa de oxidagdo de carboidratos e lipidios presentes na dieta pode
influenciar na composigdo corporal (ROSADO & MONTEIRO, 2001) e
que carboidratos tém prioridade na oxidagdo (BLUNDELL & GREEN,
1996) em relagdo aos lipidios (DAHER et al., 1997).

Os alimentos t&m assumido o status de “alimentos funcionais”, os quais podem
promover efeitos fisioldgicos maléficos quando ingeridos de forma
desequilibrada e benéficos ao prevenir o aparecimento de doengas crénico-

degenerativas (KAUR & KAPOOR, 2001).

No presente trabalho a ingestdo de dieta hipercaldrica
proporcionou um aporte de energia que excedeu os gastos energéticos
do organismo, fator que resultou na elevagdo do ganho de peso
(Capitulo I, Tabela VII) e na elevagdo da concentragdo glicose sérica
no soro dos animais que receberam dieta hipercalérica (Tabela I). As
elevages nas concentragdes de glicose sérica e glicose tecidual
conduzem a deteriorizagdo estrutural e funcional dos tecidos (HAYOZ

et al., 1998).

O excedente de energia proporciona elevagdo nas concentragdes
de aceftil -Coenzima A, ATP e NADPH os quais inibem a enzima
piruvato-desidrogenase, ativando a enzima malonil-Coenzima A que é
responsdvel pela sintese de dcidos graxos no tecido adiposo ha forma
de triacilglicerol, ocorrendo a expansdo do tecido adiposo e ganho de
peso. O acimulo de lipidios constitui um fator importante no

desenvolvimento de resisténcia a insulina (CHAMPE et al., 2007). O



desenvolvimeto de resisténsia a insulina poderia impedir a biossintese
de dcidos graxos, e assim aumentar concentragdo de glicose no sangue,
como ocorreu com animais que receberam dieta hipercalérica (Tabela
I). O consumo de colesterol presente na dieta desenvolve aumento na
concentragdo plasmdtica de colesterol (Tabela I), mantendo normal a

concentragdo de triacilglicerol (MENGHERT et al., 1985).

Apés periodo absortivo, os nutrientes sdo transportados através de
lipoproteinas para serem distribuidos aos tecidos. Os lipidios endégenos sdo
transportados pela lipoproteina VLDL que é produzida pelo figado e
secretada no plasma e conduz os lipidios do figado para tecidos periféricos.

A via exdgena utiliza produtos da digestdo e absorgdo de lipidios da
dieta para produzir quilomicrons, enquanto a via endégena produz VLDL a
partir de precursores enddgenos. Os quilomicrons, lipoproteinas formadas
nas células da mucosa intestinal sdo responsdveis pelo tfransporte de
triacilglicerdis, colesterol da dieta, vitaminas e ésteres de colesterol,
atingem o plasma onde sofrem agdo da lipase lipoprotéica que degrada os
triacilglicerois liberando dcidos graxos para tecido adiposo e glicerol para o
figado. O metabolismo de remanescentes envolve o catabolismo de
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e remanescentes de
quilomicrons.

Ligada a membrana basal de células, particularmente dos tecidos
adiposo e musculares (esquelético e cardiaco), encontra-se a lipase
lipoprotéica (LPL, E.C.1.1.3.4.). A ativagdo da LPL inicia o processo de hidrdélise
de VLDL, permitindo a liberagdo de dcidos graxos a partir de triacilgliceréis
para os tecidos, produzindo IDL. Apds transferéncia de grande parte de seu

conteldo de triacilglicerdis, as IDL originam as LDL.

A via exdgena corresponde ao transporte de lipidios disponiveis para
absorgdo no trato intestinal, os quais derivam da dieta. Os quilomicrons

atingem a circulagdo sistémica onde passam por um processo de intensa



catabolizagdo pela LPL resultando em remanescentes de quilomicrons.
Quando a dieta contém elevada concentragdo de triacilglicerdis derivada da
ingestdo de sacarose e colesterol provenientes da dieta, estes chegam ao
figado através dos remanescentes de quilomicrons. O triacilglicerol hepdtico
¢ exportado para a corrente sanguinea através de VLDL pela via enddgena
(BLOOMGARDEN et al., 2002). ROBERTS et al. (2002), reportaram que
ingestdo prolongada de dieta rica em sacarose pode resultar em alteragdes
na LPL e no receptor de VLDL, presentes no tecido adiposo e musculo

esquelético favorecendo o desenvolvimento de obesidade e hiperlipidemia.

LDL sdo particulas heterogéneas derivadas de VLDL. O metabolismo
de remanescentes converte remanescentes de quilomicrons e VLDL muito
ricas em ftriacilglicerdis, em tipos especiais de LDL, particulas discéides,
pequenas e compactas, que transportam colesterol e triacilgliceréis. Estas
particulas apresentam interagdo anormal com HDL e contribuem
consideravelmente para a redugdo do HDL-colesterol, bem como das relagdes
HDL/LDL e HDL/TG observadas na Tabela I nos animas pertencentes ao
grupo H. A elevagdo nas concentragdes de colesterol total, LDL-colesterol
(Tabela I) e redugdo na concentragdo de HDL-colesterol (Tabela I) podem
estar relacionadas a presenga de sacarose ha dieta hipercalérica (WERNER
et al., 1984) que também é responsdvel por mudangas no perfil das
lipoproteinas que pode causar efeitos deletérios no tecido cardiaco (FRAYN
& KINGMAN, 1995). Segundo SORIA et al., 2001, a ingestdo de sacarose por
um periodo de 3 a 4 semanas reduz a sensibilidade a insulina e eleva a

concentragdo de dcidos graxos livres nos adipdcitos de ratos Wistar.

A concentracdo de VLDL também influencia o tamanho e a densidade
da LDL e o conteldo de triacilglicerol da LDL pode ser elevado devido a
trocas da VLDL para LDL circulantes. No entanto, no presente capitulo a
troca mais efetiva ocorreu entre quilomicras e LDL com significante elevagdo
nas concentragdes de LDL-colesterol e na taxa LDL/TG no soro dos animais

que receberam dieta hipercaldrica (Tabela I), uma vez que as concentragdes



de VLDL-colesterol e triacilglicerdis (Tabela I) ndo apresentaram alteragdo
entre os grupos experimentais. BRIZZI et al. (2003) reportaram que a
densidade e conseqlientemente a oxidagdo da LDL estdo relacionadas
particularmente com o conteldo de triacilglicerol presente na LDL. A relagdo
entre LDL/TG (Tabela I) pode ser o melhor pardmetro para definir a
densidade e oxidagdo da LDL, cuja oxidagdo depende também da relagdo
entre LDL/HDL (Tabela I) que esteve reduzida nos animais que receberam

dieta hipercaldrica.

LDL ricas em triacilglicerdis t€m menor tamanho e sdo mais
susceptiveis a oxidagdo (Novelli, 2005). A oxidagdo da lipoproteina LDL
induz modificagdes na apolipoproteina B, a LDL-ox passa entdo a ser
reconhecida por macréfagos formando células espumosas, iniciando o
processo aterogénico (CHEN et al., 2003). A aterosclerose é um processo
dindmico, evolutivo, ocasionado por miltiplos fatores de agressdo endotelial
(XAVIER, 2004), constitui fator de risco cardiovascular relacionado a
ingestdo de diefas ricas em energia. Animais que ingeriram dieta rica em
colesterol e sacarose apresentaram elevagdo nas concentragdes de LDL-ox,
quando comparados ao controle, no entanto, animais que receberam a dieta e
resveratrol na dgua de beber apresentaram redugdo na concentragdo LDL-o0x

quando comparada ao grupo H (Tabela I).

A elevagdo no ganho de peso corporal, bem como na concentragdo de
LDL-ox e redugdo na concentragdo de HDL-colesterol indicam a presenga de

sindrome metabélica nos animais que receberam dieta rica em energia.

A agdo do resveratrol sobre a LDL pode ser associada a sua interagdo
com lipidios presentes nesta lipoproteina, sendo bem incorporado no interior
de suas membranas celulares impedindo sua oxidagdo bem como as trocas
entre LDL e HDL, evitando a redugdo da HDL-colesterol. O resveratrol pode
estar envolvido também na remogdo de cobre ligado a apolipoproteina B
(BELGUENDOUZ et al., 1998). O resveratrol pode ainda atuar como

antioxidante. O efeito antioxidante do trans-resveratrol indica que sua



atividade como eliminadora de radicais livres depende da posigdo do grupo
hidroxila. O grupo para- hidroxila do frans-resveratrol é mais reativo na
eliminagdo de radicais que o grupo meta-hidroxila (STOJANOVI'C et al.,
2001).

O interesse sobre compostos fendlicos tem crescido nos Ultimos anos
devido a seu poder antioxidante que pode se manifestar através de
propriedades quelantes e/ou neutralizagdo de radicais livres (METODIEVA
et al, 1997). Diferentes tipos de polifendis possuem habilidades
antioxidantes distintas, dependendo de sua estrutura e capacidade de
interagir e penetrar nas bicamadas lipidicas das membranas bioldgicas
inibindo a lipoperoxidagdo (BROWN et al., 1998). O consumo de alimentos
ricos em polifendis contribuem com suas propriedades antioxidantes e
antiinflamatéria (OU et al., 2006).

Resveratrol tem despertado interesse desde sua identificagdo em
vinhos e sua estrutura quimica relacionada com ingredientes ativos da
tradicional medicina asidtica Kojo-Kon wusada para tratamento de
hiperlipemia, aterosclerose e doengas alérgicas e inflamatérias (ARICHI et
al., 1982).

Os efeitos do resveratrol, bem como dos demais polifendis depende
de sua concentragdo no plasma, em baixa concentragdo tanto no estado puro
como ha forma de metabdlitos no sangue (JUAN et al., 2002).

Resveratrol possui duas formas isoméricas, cis e trans (SOLEAS et al.,
1997), no presente trabalho, utilizou-se o isémero trans devido a sua maior
estabilidade e atividade farmacoldgica (MARIER et al., 2002).

A administragdo de trans-resveratrol ao grupo que recebeu dieta
hipercaldrica normalizou a concentragdo de HDL-colesterol, bem como a
relagdo entre HDL/TG no soro destes animais. A elevagdo da concentragdo de
HDL tem sido considerada um fator de protegdo contra aterosclerose
(BARTER et al., 1996). LIN et al. (2002) reportaram que a apolipoproteina da

HDL pode reduzir o influxo de colesterol para macréfagos, impedindo assim a



formagdo de células espumosas. Ndo foram observadas alteragdes
significantes nas concentragées de proteina total e apolipoproteina B entre
os grupos experimentais (Tabela I), uma vez que a concentragdo de proteinas

ndo foi modificada nas dietas padrdo e hipercaldrica.

Organismos aerdbicos utilizam o oxigénio para oxidar alimentos
ricos em carboidratos e hidrogénio para obter energia quimica
essencial para a vida destes organismos. No entanto ao oxidar
moléculas com oxigénio, este composto ¢é reduzido formando
infermedidrios como o peréxido de hidrogénio que reage com lipidios
de membrana (GUTTERIDGE, 1995) desencadeando a lipoperoxidagdo,
formando hidroperdxido de lipidio que é usado como marcador de
estresse oxidativo. No entanto os animais que receberam dieta
hipercaldrica ndo apresentaram diferenga significante nas
concentragdes de hidroperdxido de lipidio (HP) quando comparados aos
animais que ingeriram dieta padrdo (Tabela II). Esse fato poderia
indicar que o excesso de dcidos graxos provenientes da dieta
hipercalérica pode ter se acumulado no tecido hepdtico destes animais

podendo vir a induzir esteatose hepdtica.

Animais pertencentes aos grupos H e HR apresentaram elevagdo
nas concentragdes de substdncias antioxidantes totais (Tabela II),
bem como na relagdo SAT/HP (Tabela IT), esse fato pode estar
relacionado com elevagdo nas concentragdes de radicais livres os quais
depletam as concentragées de glutationa intracelular induzindo a
expressdo da GGT no figado e subseqiientemente elevagdo da 6GT no
soro destes animais (SAKUTA et al., 2005). A GGT tem papel
importante no sistema antioxidante, mantendo as concentragdes de
glutationa intracelulares (LEE et al., 2003). A modificagdo de defesas

antioxidantes tfeciduais para o soro, poderia explicar a elevagdo na



concentragdo de SAT nos animais dos grupos H e HR. Estas
observacdes estariam também associadas a manutencdo da
concentragdo sérica de hidroperdxido de lipidio nos animais do grupo H

comparados aos do grupo C.

Os grupos R, H e HR apresentaram elevagdo na atividade sérica
da lactato desidrogenase (LDH), quando comparados ao controle

(Tabela II).

A LDH evidencia a glicdlise anaerdbica a qual permite a produgdo
continua de ATP em tecidos que ndo apresentam mitocdndria ou em
células em que o oxigénio esteja em quantidade insuficiente (CHAMPE
et al., 2007). Esta enzima é utilizada como marcadora para diagndstico
de alteragées teciduais como ha isquemia do miocdrdio, enfarte do
miocdrdio, em certas miocardiopatias e nas insuficiéncias coronarianas
(COHEN et al., 1966). A elevagdo ha atividade da LDH no soro dos
animais dos grupos R, H e HR pode estar relacionada a alteragdes

teciduais.

A suplementagdo nutricional com resveratrol ndo foi capaz de
alterar as concentragées de SAT e na relagdo SAT/HP, bem como
impedir a elevagdo na atividade da LDH em animais alimentados com
dieta hipercalérica. Animais que receberam dieta padrdo e resveratrol
na dgua de beber apresentaram elevagdo na atividade da LDH bem
como os animais que receberam dieta hipercaldrica, este fato pode
estar relacionado com uma possivel toxicicidade do resveratrol apds
um periodo prolongado de ingestdo (45 dias) quando comparado ao
grupo HR (15 dias) (Tabela IT). Segundo WILSON et al. (1996), o
resveratrol promoveu elevagdo na atividade da LDH no tecido hepdtico

de animais que receberam este polifenol. A elevagdo nas atividades



séricas da LDH, parece sugerir que administragdo de resveratrol nos
animais dos grupos R e HR induziu também alterages no tecido
cardiaco. Estudos recentes em nosso laboratdrio indicaram que
compostos antioxidantes em elevadas concentragées podem resultar
em indesejdveis efeitos pré-oxidantes em alguns tecidos (FAINE et

al., 2006).

Com base na andlise dos resultados demonstrados neste segundo
capitulo podemos concluir que a dieta hipercalérica foi responsdvel pela
elevagdo nas concentragdes de glicose, colesterol total, LDL-colesterol,
LDL-oxidada, bem como aumento na relagdo LDL/TG. A indugdo de
dislipidemia experimental pela administragdo de dieta hipercalérica reduziu
a concentragdo de HDL-colesterol e as relagées HDL/TG e HDL/LDL. O
consumo da dieta rica em sacarose e colesterol também elevou a
concentragdo de SAT e atividade da LDH nos grupos aos quais foi ofertada.
O tratamento com resveratrol preveniu a oxidagdo da LDL e aumentou a
relagdo HDL/TG nos animais que receberam dieta hipercaldrica atuando
como um agente antioxidante, embora tenha elevado a atividade da LDH no

grupo R.
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CAPITULO IIT

Modulacdo do metabolismo e estresse
oxidativo hepdticos, pelo resveratrol, em
animais alimentados com dieta

hipercalorica

ABSTRACT

The present study was undertaken to determine the effects of

resveratrol on oxidative stress and antioxidant defenses in hepatic tissue of



rats fed standard chow and in rats fed hypercaloric diet. Twenty four
Wistar rats were divided into 3 groups. C control group (n=6); R (n=6)
received standard diet as C group and resveratrol (bmg/L) in its drinking
water; H (n=12) received hypercaloric diet and drinking water for 30 days,
when were divided info 2 groups; H (n=6) continued receiving hypercaloric
diet and water, and HR (n=6) receiving hypercaloric diet as H group and
resveratrol in drinking water as R group for 15 days. After 45 days of the
treatments the animals were submitted to euthanasia and the hepatic tissue
was collected for biochemical determinations. R and HR rats had reduced
lipid hydroperoxide and higher total antioxidant substances concentrations
than C group. In conclusion, resveratrol administration induced beneficial
effects in the oxidative stress in hepatic tissue, independent of the diet

ingested.

RESUMO

No presente capitulo foram estudados os efeitos da administragdo de
resveratrol sobre o estresse oxidativo e defesas antioxidantes no tecido
hepdtico de ratos mantidos com dieta padrdo, ou hipercaldrica, rica em
sacarose e colesterol. Foram utilizados 24 ratos machos Wistar, divididos
inicialmente em 3 grupos: C (controle, n=6) mantido com dieta padrdo e

dgua;R, mantido com ragdo padrdo e resveratrol (mg/L) na dgua de beber; H



(n=12) que recebeu dieta hipercaldrica e dgua de beber. Apés 30 dias de
tratamento os animais do grupo H foram divididos em 2 subgrupos: grupo H,
mantido com ragdo hipercaldrica e dgua; HR, mantido com ragdo hipercaldrica
e resveratrol (6mg/L) na dgua de beber. O periodo experimental total foi de
45 dias. Apés este periodo os animais foram submetidos a eutandsia, sendo
coletadas amostras do tecido hepdtico. Houve redugdo nas concentragdes de
hidroperdxido de lipidio e elevagdo nas substancias antioxidantes totais nos
animais dos grupos R e HR comparados ao C e H respectivamente. Concluiu-se
que administragdo de resveratrol induziu efeitos benéficos no estresse

oxidativo hepdtico independente da dieta utilizada.

INTRODUCAO
1. DIETA HIPERCALORICA E CONSEQUENCIAS PARA O TECIDO
HEPATICO

O figado é o orgdo responsdvel pela regulagdo e manutengdo da
homeostasia corporal (DINIZ et al., 2004). Possui diversas fungdes
importantes como controle da glicemia, armazenamento de vitaminas e ferro,
formagdo de proteinas e aminodcidos via transaminagdo, além de sua
capacidade de detoxificar ou excretar diversos farmacos (6UYTON & HALL,
2002). Portanto, mudangas na dieta ou na ingestdo de energia podem afetar

diretamente o metabolismo deste érgdo.



O consumo de dieta hipercaldrica pode ter efeitos negativos para o
organismo, podendo estar associada ao aparecimento de alguns tipos de
cancer (ROGERS et al., 1993), doengas cardiovasculares (FAINE et al., 2002;
NOVELLT et al., 2002) e hepdticas. O excedente de energia proveniente da
ingestdo de dieta hipercaldrica induz a sintese de dcidos graxos no figado

elevando sua concentragdo no tecido hepdtico (NOVELLI, 2005).

Os dcidos graxos (AG) sdo esterificados a ftriacilgliceréis nos
hepatdcitos, posteriormente excretados na circulagdo através da VLDL
(SLIGTE et al., 2003). Aumento nas concentragdes de triacilglicerol leva ao
acimulo do mesmo no tecido hepdtico (BROWNING et al., 2004), podendo
também induzir aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) nos
hepatdcitos de animais e humanos (NOMURA et al., 1988; LIBER, 2004) e
levar o tecido hepdtico ao desenvolvimento de diversas patologias, dentre

elas, esteatose hepdtica (DELZENNE et al., 1997).

ERO causam danos diretos aos hepatdcitos, (DE KNEGT, 2001),
provocando o desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, fator que afeta a
estrutura e a fungdo das células hepdticas (POLI, 2000). A inflamagdo
crénica provocada pelas ERO pode promover fibrose hepdtica (SLIGTE et al.,
2003) através de aclimulo progressivo de tecido conjuntivo no figado (POLI,

2000).

Considerando-se que a dieta hipercaldrica induz diferentes alteragdes
no metabolismo da glicose, reduzindo defesas antioxidantes e que tais
alteragdes estdo associadas ao estresse oxidativo ho tecido hepdtico (DINIZ
et al., 2003), é de grande interesse a descoberta de fontes naturais de
antioxidantes a fim de prevenir ou reverter danos decorrentes da ingestdo

de dieta inadequada.
2. ATUACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS COMO ANTIOXIDANTES

O tecido hepdtico tem papel fundamental na biodisponibilidade de

polifendis na dieta (LANCON et al., 2004). Compostos fendlicos naturais



estdo presentes em alguns vegetais, chds e frutas principalmente em uvas e

seus derivados (KAWADA et al., 1998).

Resveratrol (3,4,5- trans-trihidroxiestilbeno) é um composto fendlico
natural presente em Vitis vinifera L, com diversos efeitos farmacoldgicos
(OU et al., 2005). Uvas constituem a principal fonte natural de resveratrol, e
as cascas da uva fresca contém aproximadamente 50 a 100yg de resveratrol
por grama (FOROOZESH et al., 1997). A bioatividade natural do resveratrol
e seu acesso aos tecidos sdo afetados pela absorgdo e eventos metabdlicos no
intestino delgado (KUHNLE et al., 2000). Em modelos isolados de intestinos
delgados de ratos, sugerem que o resveratrol é absorvido na forma conjugada
de glicuronideo e desta forma atinge a circulagdo sanguinea (WENZEL,

2005), sendo detectado no plasma, figado e rins (JUAN et al., 1999).

Resveratrol apresenta também efeitos protetores, modulando a
sintese de apolipoproteinas e lipidios no tecido hepdtico (FRANKEL et al.,
1993). As atividades antiinflamatérias e antioxidantes do resveratrol tém

sido bem documentadas (MARTfN et al., 2004).

Asensi et al. (2002) reportaram que resveratrol é rapidamente
metabolizado pelo parénquima hepdtico. A eliminagdo do resveratrol pode
ocorrer em duas etapas. A primeira etapa envolve a conjugagdo do
resveratrol com dcido glicurdnico, catalisada pela enzima UDP-glicurosil-
transferase. A segunda etapa ocorre somente quando a concentragdo de
resveratrol excede a capacidade do organismo em metabolizd-lo via
glicuronidagdo, e entdo, resveratrol serd metabolizado pela reagdo de

sulfatagdo via sulfotransferases (WENZEL, 2005).

O presente capitulo tem como objetivo analisar os efeitos do
polifenol resveratrol sobre estresse oxidativo hepdtico, em ratos normais e

submetidos a dislipidemia experimental.



MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados um total de 24 ratos machos adultos Wistar, de peso
médio 289,03 + 16,65 gramas. Os animais foram provenientes do Biotério
Central da UNESP, "campus de Botucatu", e transferidos para o “Laboratério
de Bioquimica na Experimentagdo Animal" do Departamento de Quimica e
Bioquimica, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, onde permaneceram
durante todo o periodo experimental, a temperatura de 22 + 3°C, periodo
claro/escuro de 12 horas.

Os animais foram mantidos em gaiolas de pldstico individuais,
recebendo dieta basal (Biobase, SP, Brasil) e dgua destilada ad /ibitum. Para
permitir a aclimatagdo dos animais, os ratos permaneceram nas condigdes
acima citadas por um periodo de 15 dias antes do inicio do experimento.
Diariamente as gaiolas foram limpas.

Inicialmente, os animais foram divididos em 3 grupos. O grupo C (n=6) foi
considerado controle. O grupo R recebeu resveratrol dissolvido na dgua de
beber (6 mg/L) e o grupo H (n=12) foi submetido a hiperlipidemia através da
ingestdo de dieta com elevada concentragdo de colesterol e sacarose (COSTA et
al, 1993).

Para o estudo dos efeitos da ingestdo de resveratrol em animais
hiperlipidémicos, apés 30 dias de consumo da dieta rica em colesterol e
sacarose, os animais do grupo H foram divididos em 2 subgrupos (n=6),
recebendo diferentes tratamentos por mais 15 dias. O subgrupo H continuou
recebendo dieta rica em colesterol e sacarose. O grupo HR recebeu a mesma
dieta do grupo H e resveratrol como no grupo R.

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

para os animais (HABOLD et al., 2004). O resveratrol foi dissolvido em dgua



(bmg/L), usando-se etanol como carreador (25mg resveratrol/lmL etanol).
Nesta dose, o etanol ndo possui efeito farmacoldgico ou sinérgico. O
resveratrol é sensivel d luz, portanto todos os bebedouros foram totalmente
cobertos por folhas de papel aluminio durante o decorrer do experimento

(BRADAMANTE et al., 2003).
2. OBTENGAO DE AMOSTRAS

Ao término do periodo experimental, 45 dias, os animais foram
anestesiados (pentobarbital sédico 3%, 0,ImL, i.p.), e sacrificados por
fratura cervical e o figado retirado e lavado em solugdo salina gelada (NaCl
0.9%). Amostras de 200 mg de tecido hepdtico foram homogeneizadas em
Potter Elvehjem, com pistilo de teflon, com 5 mL de tampdo fosfato de sddio
0,IM, pH 7,0. Os homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15
minutos, em centrifuga refrigerada a -4°C. O sobrenadante foi utilizado para

determinagdes do estresse oxidativo hepdtico.
3. DETERMINACOES BIOQUIMICAS

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através da concentragdo
de substancias antioxidantes totais (SAT) (MILLER, et al., 1993), assim como
andlise de marcadores da lipoperoxidagdo como hidroperéxido de lipidio (HP)

(JTANG et al., 1991) no tecido hepdtico dos animais (SCOCCIA et al., 2001).

A concentragdo de glutationa oxidada total foi determinada através
de método cinético, monitorando a redugdo do 55 - ditiobis- (2-
nitrobenzeno) (DTNB) pela GSH na presenga de nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato (NADPH), formando 2-nitro-5-dcido tiobenzdico. A
leitura espectrofotométrica foi realizada a 412 nm (TIETZE, 1969). A
concentragdo de glutationa reduzida (grupos SH-ndo protéicos) foi
determinada em tampdo tris-HCl pH 8,9 e DTNB, apds prévia precipitagdo com
TCA 50%. Como padrdo foi utilizada glutationa reduzida (6SH) ImM (SEDLAK
& LINDSAY, 1968). A concentragdo de glutationa oxidada (6SS6G) foi



estimada através da diferenga entre GSH total e GSH reduzida, segundo a
proporgdo estequiométrica (26SH: 6556) (OKAMOTO et al., 2001).

A atividade da glutationa peroxidase (6SH-Px, E.C.1.11.19) foi
determinada através oxidagdo da glutationa em presenga de peréxido de
hidrogénio e cumene hidroperéxido (NAKAMURA et al., 1974).

GSH-Px
H.0; + 2 GSH ——  5SSG + 2 H,O

A atividade da glutationa redutase (GSH-Rd, E.C.1.6.4.2) foi
determinada através da oxidagdo do NADPH a 340 nm (MILLER & BLAKELY,
1992).

GSH-Rd
NADPH + 16556 =g NADP + 2 GSH

As atividades da superdxido dismutase total (SOD) forma
determinadas através da alteragdo na reducdo do nitroblue-tetrazélio (NBT)
por radicais superdxido gerados pela mistura NADH e fenazina metassulfato
em pH fisioldgico. Leituras espectrofotométricas foram realizadas em leitor

de microplaca a 560nm. (EWING & JANERO, 1995).

As atividades da catalase (E.C.1.11.1.6.) foram determinadas em
tampdo fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5mL de amostra e perdxido de

hidrogénio (30%).

Catalase

2 H,0, ——— 2 H,0 + O;



As leituras espectrofotométricas foram realizadas a 240nm (AEBI et
al., 1974). As determinagdes de proteinas totais foram realizadas segundo

MOURA (1982). Como padrdo foi utilizado uma solugdo de albumina bovina.

4. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para
comparagdo entre as médias foi utilizado teste "' de Student para
comparagdes entre dois grupos, através do software InStat 3.0. O nivel de

significancia foi p<0,05 (CURT, 1997).

RESULTADOS

Pode-se observar na Tabela I que animais do grupo HR alimentados
com dieta hipercalérica e resveratrol apresentaram redugdo na concentragdo
de proteinas totais no tecido hepdtico, quando comparados aos demais grupos
em estudo. A ingestdo de dieta hipercaldrica pelos animais do grupo H ndo foi
capaz de alterar a concentragdo de proteinas totais presentes no tecido
hepdtico quando comparado aos animais que receberam ragdo padrdo.

Dieta hipercaldrica foi responsdvel pela redugdo na concentragdo de
hidroperdxido de lipidio, bem como elevagdo na concentragdo de SAT nos
animais do grupo H em relagdo ao C. A administragdo de resveratrol nos
grupos R e HR reduziu a concentragdo de HP e elevou a concentragdo de SAT
quando comparados aos grupos C e H respectivamente (Tabela I).

A atividade da enzima SOD ndo apresentou diferenga significante
enfre os grupos experimentais, jd a atividade da catalase apresentou
aumento significante nos grupos R e H, quando comparados a C e HR (Tabela
I).

A razdo HP/SAT que expressa a relagdo entre o dano provocado pelo
estresse oxidativo e a capacidade de defesa do organismo, apresentou-se

reduzida nos grupos que receberam dieta hipercalérica, quando comparados



ao controle. Os animais do grupo R fambém apresentaram redugdo na razdo
HP/SAT (Tabela I).

Na Tabela IT pode-se observar que animais tratados com resveratrol
apresentaram elevagdo nas concentragdes de glutationa reduzida (GSH) e
glutationa oxidada (6SSG), em relagdo aos demais grupos.

A ingestdo de dieta hipercalérica proporcionou elevagdo ha
concentragdo de GSH no grupo H, quando comparado ao controle, bem como
redugdo na concentragdo de 6SSG nos grupos aos quais foi ofertado (H e
HR). O resveratrol, no entanto, elevou a concentragdo de 6SSG no grupo R,
quando comparado ao C.

O poder redutor (Tabela IT) expresso pela razdo entre GSH/GSSG
mostrou-se elevado no grupo que recebeu dieta hipercalérica e resveratrol
em relagdo ao grupo que recebeu apenas a dieta hipercaldrica. A razdo
GSH/GSS6 ndo apresentou diferenga sighificante entre os grupos C,R e H.

As atividades da glutationa redutase (G6SH-Red) e glutationa
peroxidase (G6SH-Px) ndo apresentaram diferenga significante entre os

grupos (Tabela IT).

A relagdo entre HP/GSH-Px apresentou-se elevada no grupo HR
quando comparado ao H (Tabela II), ndo sendo observadas alteragdes

significantes entre os grupos C,R e H.

Tabela I. Proteina total, hidroperéxido de lipidio (HP), substdncias
antioxidantes totais (SAT), superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), bem
como a relagdo HP/SAT no tecido hepdtico de animais do grupo controle,
mantidos com ragdo padrdo e dgua de beber (C), que receberam dieta padrdo e
resveratrol (bmg/L) na dgua de beber (R), animais que receberam dieta
hipercaldrica e dgua de beber (H) e animais mantidos com dieta hipercaldrica e
dgua de beber durante 30 dias, passando a receber resveratrol (6mg/L) na
dgua de beber durante 15 dias (HR).



Valores expressos como média + desvio padrdo.” Diferenca significante em relagdo ao
C, p<0,05. ® Diferenca significante em relagdo ao R, p<0,05; ¢ Diferenga significante em
relagdo ao H, p<0,05; 4 Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.

PREIASSS GFupss

Bliggimics € R H R

PRt HRMRYANS

ok 20,20 £0,97°  2232+0,89°  21,37+220° 23,96+ 1,12°

tecido) 28,94 + 287 27,24 +1,61 30,06 + 3,54¢ 23,30 £2,11°

HP (nmol/g de

tecido) 361,00 + 297,12 + 15,92° 276,41 + 229.17 + 16,67¢
19,50 21,374

SAT % 16,18+ 1,70 1942 +2.11*  1945+1,45 21,65+ 1,14°

SOD (nmol/mg

de proteina) 14,03 +0,91 15,38 +2,72 15,52 +2.75 18,08 + 1,22

CAT (umol/g

de proteina) 4,56 + 1,06™ 6,05 + 0,47 5,70 + 0,45 3,39 +0,97°

HP/SAT 23,75 +1,82° 15,42 + 1,59° 13,87 + 1,50 10,62 + 1,12°




GSSG

(nmol/mg de 0,33 + 0,06 0,46 + 0,09 0,30 £ 0,04 0,34 £0,09
proteina)
GSH/GSSH 6528 +12,75 50,11 +10,82  73,19+15,72" 78,38 + 14,61°

GSH-Redutase

(nmol/mg de

proteina) 1,93 +£0,27 2,43 £ 0,57 1,63 +£0,38 1,96 £ 0,40

GSH-Px

(nmo/g de 27,29 +4,13 25,29 £ 4,05 21,41 £6,79 20,64 £ 4,95
proteina)

HP/GSH-Px 13,51 £2,39 12,05+ 2,46 15,07 £2,21¢ 10,76 £1,73¢

Tabela II. Glutationa reduzida (6SH), glutationa oxidada (6SSG), poder
redutor (6SS6/GSH), atividade da glutationa redutase (6SH-Rd), glutationa
peroxidase (GSH-Px) e a relagdo HP/GSH-Px no tecido hepdtico de animais
pertencentes ao grupo controle, mantidos com ragdo padrdo e dgua de beber
(C), que receberam dieta padrdo e resveratrol (6mg/L) na dgua de beber (R),
animais que receberam dieta hipercalérica e dgua de beber (H) e animais
mantidos com dieta hipercaldrica e dgua de beber durante 30 dias, passando a
receber resveratrol (mg/L) na dgua de beber durante 15 dias (HR).

Valores expressos como média + desvio padrdo.® Diferenca significante em relagdo ao C, p<0,05. °
Diferenga significante em relagdo ao R, p<0,05; © Diferenga significante em relagdo ao H, p<0,05;
4 Diferenca significante em relagdo ao HR, p<0,05.

DISCUSSAO
Durante o periodo absortivo, o figado recebe carboidratos, lipidios e
aminodcidos. Estes nutrientes sdo metabolizados, armazenados ou

encaminhados para outros tecidos (CHAMPE et al., 2007).



Tem sido observado que a lipogénese hepdtica é elevada pela ingestdo
de sacarose e frutose (KOTEISH & DIHEL, 2001) e que carboidratos tém
prioridade na oxidagdo (BLUNDELL & GREEN, 1996) em relagdo a lipidios
(DAHER et al., 1997).

Apés ingestdo de elevada concentragdo de carboidratos, a glicose é
convertida a acetil-coenzima A (Acetil-CoA), em processo estimulado pela
insulina. Assim, a acetil-CoA ¢ utilizada para sintese de dcidos graxos, ou para
fornecer ATP (adenosina trifosfato) de seu catabolismo. O aumento no
consumo de frutose eleva a atividade da frutose-fosfato aldolase resultando
no aumento do glicerol fosfato e acetil-CoA, produzindo assim precursores de
triacilglicerol (HALLFRISH, 1990). O triacilglicerol é liberado nha corrente
sanguinea, através das lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), as
quais podem através da lipase lipoproteica liberar o triacilglicerol para o

tecido adiposo.

A despeito da intensa atividade metabdlica e da sintese de dcidos
graxos no tecido hepdtico, em condigées de elevada ingestdo de sacarose
(CHAMPE et al.,, 2007) animais do grupo H apresentaram redugdo nas
concentragdes de hidroperdxido de lipidio, importante marcador do estresse
oxidativo (Tabela I). Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas
através de fatores ativadores de leucécitos (YUE et al., 1999), via éxido
nitrico (FERRARI et al., 1998) ou através de metais de transigdo como o
ferro. Porém, a maior fonte de ERO no meio celular sdo as mitocondrias, uma
vez que durante a fosforilagdo oxidativa, acoplada a cadeia de transporte de
elétrons, sdo formadas ERO, O, (radical superdxido) e H,O, (peréxido de
hidrogénio) como subproduto normal do metabolismo aerdbico celular
(CHANCE et al., 1979). Embora na obesidade e na
ingestdo de dietas ricas em colesterol e sacarose tenha sido observada
elevagdo ha lipoproxidagdo em tecidos extra hepdticos, particularmente no
tecido cardiaco (FAINE et al., 2002; NOVELLI et al., 2005; FAINE et al.,

2006), o mesmo hdo ocorre ho figado (Tabela I).



A redugdo no HP hepdtico foi associada a elevagdo nas defesas
antioxidantes. Os organismos aerdbicos possuem mecanismos de defesa
enddgena contra a agdo téxica de ERO, incluindo as enzimas antioxidantes e
os antioxidantes ndo-enzimdticos. Os primeiros correspondem ds enzimas
superéxido dismutase, responsdvel pela dismutagdo do O, em H,O;, que é
convertido a H,O pela catalase, ou pela glutationa peroxidase. Os agentes
antioxidantes ndo-enzimdticos compreendem as substdncias antioxidantes
totais (SAT), incluindo ions como selénio, tocoferdis e peptideos ativos como
a glutationa reduzida (6SH) (DROGE, 2002). De fato, na Tabelas I e IT pode-
se observar que houve elevagdo nas concentragdes de SAT, bem como
redugdo na relagdo HP/SAT nos animais do grupo H comparado ao C. Embora
tenha havido manutengdo no sistema glutationa, representado pela GSH,
GSSG relagdo 6SH/GSSG e nas atividades da 6SH-Px e 6SH-redutase, bem
como nhas atividades da SOD hepadtica, a elevagdo na atividade da catalase, o
que contribuiu significantemente para a redugdo no HP, no figado dos animais
do grupo H.

Vdrios mecanismos podem estar associados a elevagdo nas
concentragdes de SAT no tecido hepdtico de animais mantidos com dieta rica
em sacarose e colesterol, como a mobilizagdo de antioxidantes ndo
enzimdticos de outros tecidos; a modulagdo de antioxidantes através de
repetidos episddios de condigdes potencialmente adversas, caracterizando a
condig¢do denominada “hormesis” (JI et al., 2002), ou ainda, a menor utilizagdo

das defesas antioxidantes hepdticas.

Em condigdes de elevagdo na lipogénese hepdtica, decorrente do
consumo de sacarose, o intermedidrio da sintese de dcidos graxos, malonil
coenzima A, inibe a carnitina acil transferase, e conseqiientemente a
oxidagdo de dcidos graxos. Nestas condigbes a glicose constitui o principal
substrato energético. E notério o fato que a oxidagdo de glicose requer
menor consumo de oxigénio, desde que carboidratos apresentam maior

quantidade de oxigénio por molécula (C¢H:.O¢), em comparagdo a dcidos



graxos. Deste modo, a oxidagdo de dcidos graxos (CH3-(CH.),-COOH), implica

em maior susceptibilidade dos tecidos ao estresse oxidativo.

Como evidenciado nas Tabelas I e IT administracdo de resveratrol
induziu redugdo no HP, na relagdo HP/SAT, bem como elevou as
concentragdes hepdticas de SAT, tanto em animais com dieta controle, como
naqueles com dieta hipercaldrica. Houve, entretanto diferengas nos
mecanismos associados as defesas antioxidantes celulares.

Em animais mantidos com dieta hipercaldrica, os efeitos benéficos do
resveratrol resultaram em maior disponibilidade das defesas antuoxidantes
associadas ao sistema glutationa. Desde que houve redugdo significante nas
atividades da catalase, comparando-se animais do grupo HR com o H, a
elevacdo na concentrag¢do de GSH e na relagdo GSH/GSSG, indicou menor
necessidade de oxidagdo do GSH para reduzir as concentragoes de HP. Pode-
se notar que a relagdo HP/GSH-Px foi significantemente reduzida no grupo
HR, em relacdo ao H.

Nos animais mantidos com dieta padrdo, a redugdo na concentragdo do
HP hepdtico foi acompanhada de elevagdo na SAT, redugdo na relagdo
HP/SAT e nas atividades da catalase. Independente da elevagdo nas
concentragdes de 6SSG e GSH, o poder redutor, representado pela relagdo
GSH/GSSG e as atividades de enzimas do sistema glutationa ndo foram
significativamente alteradas, comparando-se animais do grupo R ao C
(Tabelas I e IT).

Desde que catalase e glutationa peroxidase atuam como antioxidantes
através da conversdo de peréxido de hidrogénio em dgua, o resveratrol atuou
como modulador das defesas antioxidantes associadas a conversdo de H,O,
em H,0, nas diferentes condi¢des dietéticas.

Concluiu-se que administragdo de resveratrol induziu efeitos
benéficos no estresse oxidativo hepdtico, tanto na ingestdo de dieta padrdo

como ha presencga de dieta hipercaldrica rica em sacarose e colesterol.
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CONSIDERACOES
FINAILS

Com base nos resultados apresentados nos trés capitulos pode-se concluir:

DIETA HIPERCALORICA




> Elevou glicemia em jejum e ganho de peso;

> Elevou as concentragdes séricas de glicose, colesterol total, LDL-
colesterol e a relagdo LDL/TG;

» Reduziu as concentragoes de HDL-colesterol e as relagées HDL/TG
e HDL/LDL no soro dos animais submetidos a esta dieta;

> Elevou as concentracdo de SAT e atividade da LDH no soro dos

animais que ingeriram a dieta hipercaldrica.

CONSUMO DE RESVERATROL

> Reduziu a glicemia em animais submetidos a dieta hipercalérica;

» Preveniu a oxidagdo da LDL, aumentou a relagdo HDL/TG no soro
dos animais que ingeriram dieta hipercalérica;

» Aumentou a atividade da enzima LDH sérica no grupo que recebeu
dieta padrdo;

» Reduziu as concentracées de HP e elevou as concentragoes de
SAT, independente da dieta ingerida no tecido hepdtico dos

animais aos quais foi administrado.



