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RESUMO: A geração de radicais livres é um passo importante na patogênese da injúria
hepática, associada à ingestão de etanol. O etanol induz a  aumento na peroxidação lipídica por
dois mecanismos: maior produção de espécies reativas de oxigênio e/ou  diminuição dos níveis
dos antioxidantes endógenos. Este trabalho enfoca a geração de radicais livres em ratos, após
a ingestão crônica de etanol na água (20%), pelo período de 4 semanas.O objetivo do trabalho foi
investigar o efeito do etanol sobre a peroxidação lipídica plasmática e hepática (medida por
SRATB), vitamina E em plasma e fígado e glutationa hepática. Os animais receberam etanol por
um período experimental de 4 semanas e foram sacrificados em 2 períodos distintos: 0 hora
após o término das 4 semanas e  24 horas após o etanol ser retirado e substituído por água.Os
animais que receberam etanol mostraram uma ingestão alimentar diminuída e alcançaram um
peso menor, quando comparados aos ratos que receberam apenas água durante o experimento
(p < 0,05).  O grupo sacrificado 24 horas após, demonstrou a concentração mais baixa de vitami-
na E hepática (5,96±3,30 µg/g) em relação ao Grupo-Controle  (35,78±9,23 µg/g) e ao Grupo
Etanol 0 horas (10,30±1,59 µg/g). As concentrações hepáticas de SRATB foram encontradas em
níveis aumentados nos animais que receberam etanol.  Os valores de glutationa também foram
afetados e se mostraram aumentados. Conclui-se que a administração crônica de etanol leva a
uma alteração no sistema de defesa antioxidante, diminuindo os valores de vitamina E e aumen-
tando os valores de GSH,  provocando maior peroxidação lipídica.
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1. INTRODUÇÃO

Radicais livres e espécies reativas de oxigênio
podem contribuir para uma variedade de doenças ou
estar presentes em situações de toxicidade(1,2) como,
por exemplo, diante de uma dose tóxica, aguda, de
etanol. Por outro lado, os efeitos deletérios dos radi-
cais livres podem ser inibidos pela presença de subs-

tâncias antioxidantes, como a vitamina E, que são ca-
pazes de inibir a ocorrência da peroxidação lipídica(3).

Vitamina E é um termo que engloba um peque-
no grupo de tocoferóis, sendo que o �-tocoferol é o
mais bioativo, também considerado o mais potente
antioxidante de característica lipossolúvel, responsá-
vel pela proteção de ácidos graxos, poliinsaturados,
de membranas contra a peroxidação lipídica(4).
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Outro antioxidante amplamente estudado é a
glutationa (GSH). O decréscimo dos níveis de GSH
pode refletir o aumento na produção de radicais livres
num grau que excederia a capacidade de detoxificação
do GSH(5).

Já na década de 60, admitia-se a hipótese de
que a ingestão de etanol poderia afetar a concentra-
ção de antioxidantes na célula hepática e que haveria
um aumento na peroxidação lipídica em homogenatos
de fígado de ratos recebendo uma dose aguda de
etanol(6). Entretanto, outros autores não encontraram
aumento de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico
(SRATB), índice indireto de peroxidação lipídica, quan-
do os ratos foram tratados, tanto cronicamente como
de forma aguda, com etanol(7). Esses resultados dis-
crepantes quanto à ocorrência de peroxidação lipídi-
ca, hepática, após a administração do etanol, são de-
vidos às diferentes condições experimentais utilizadas.
Acredita-se que a ingestão de etanol leva ao aumento
da peroxidação lipídica por dois mecanismos que po-
dem ocorrer de modo simultâneo: aumento das espé-
cies reativas de oxigênio e decréscimo nos níveis dos
antioxidantes(8).

Acredita-se que a ingestão crônica de etanol
pode levar à diminuição do ��-tocoferol hepático, não
tendo a ingestão aguda os mesmos efeitos(9). Os ní-
veis de glutationa (GSH) hepática podem sofrer de-
créscimo, quando da administração de etanol. A for-
mação de um aduto entre o acetaldeído resultante da
oxidação do etanol e a glutationa pode representar um
dos mecanismos da diminuição(10) ou, então, uma mai-
or oxidação da glutationa, resultado direto do aumento
na geração de radicais livre(11).

Pode-se perceber que a administração do etanol
é um fator de interferência no balanço oxidativo, atu-
ando em favor da oxidação(12), mas o período de recu-
peração dos animais após a ingestão crônica de etanol
ainda é pouco estudado. Portanto, coloca-se o pre-
sente trabalho no sentido de averiguar os efeitos da
administração crônica de etanol sobre a taxa de
lipoperoxidação medida pelos SRATB, níveis plasmá-
ticos e hepáticos de vitamina E e glutationa em dois
momentos distintos, após 30 dias de consumo de etanol
(30 dias-0 hora) e, na recuperação, após 24 horas sem
álcool, depois dos 30 dias de consumo crônico (30 dias-
24 horas).

2. MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, ma-
chos, recém-desmamados, com peso médio de 60 gra-

mas e provenientes do Biotério Central da FMRP-
USP. Os animais foram separados em três grupos:

Grupo Controle (n=10): ratos que receberam
água ad libitum por um mês.

Grupo Etanol 0 hora (n=10): ratos que recebe-
ram etanol por um mês e foram sacrificados após esse
período

Grupo Etanol 24 horas (n=10): ratos que rece-
beram etanol por um mês e foram sacrificados após
24 horas, depois desse período,

O etanol foi administrado numa solução com
80% de  água deionizada e 20% de etanol.

O preparo das dietas para os animais seguiu a
recomendação da A.O.A.C de 1975 (13). Tanto as di-
etas como a água e a mistura etanol/água foram ofe-
recidas ad libitum. Os animais foram acomodados em
gaiolas individuais com períodos de 12 horas de ilumi-
nação artificial, intercalados com  período igual sem
iluminação, em temperatura média de 22° C.

A ingestão foi controlada por meio de pesagem
regular de comedouros, duas vezes por semana, e os
animais pesados a cada 4 dias. Ao final dos 30 dias
foram sacrificados os Grupos-Controle e Etanol 0 hora.
Para o Grupo Etanol 24 horas foi suspensa a adminis-
tração de etanol e os animais permaneceram rece-
bendo água e alimentação normal durante as 24 ho-
ras, sendo sacrificados em seguida.

O sacrifício era realizado após anestesia com
éter e a morte acontecia por exanguinação, após a
retirada do sangue por punção cardíaca (ventrículo di-
reito) para as determinações plasmáticas de vitamina
E. Em seguida, o fígado era retirado, pesado e coloca-
do imediatamente em nitrogênio  líquido (- 196°C) para
dosagens posteriores de GSH, SRATB e �-tocoferol.

3. MÉTODOS LABORATORIAIS

A dosagem de SRATB no fígado e plasma foi
realizada de acordo com o método descrito por Buege
& Aust(14).

A análise da vitamina E  (�-tocoferol) foi rea-
lizada em amostras de plasma e fígado por meio de
HPLC (Shimadzu®), utilizando-se uma coluna do tipo
C-18 (Shimpack CLC-ODS 4,6x25 cm), pré-coluna 4
mm x 1 cm e fluxo de 2,0 mL/min, sendo a leitura feita
em detector UV/Vis em 292 nm(15). A forma reduzida
da glutationa foi determinada pelo método descrito por
Sedlack & Lindsay(16). A determinação de proteína
no fígado foi realizada pelo método de Lowry (17).

As variáveis são apresentadas como média ±
desvio-padrão. As comparações entre os grupos fo-
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lor do GSH no Grupo Etanol 0 hora  é praticamente 3
vezes maior que o controle (27,20 ± 9,79 e 9,30 ± 2,19,
respectivamente).

Em relação à vitamina E, o maior valor foi en-
contrado no Grupo-Controle e o Grupo Etanol 0 hora
mostrou valores maiores de vitamina E quando com-
parado com os do Grupo Etanol 24 horas, tanto na
avaliação das concentrações hepáticas como nas plas-
máticas.

5. DISCUSSÃO

Os animais que receberam etanol ingeriram uma
quantidade menor de ração e conseqüentemente, mos-
traram um peso menor, quando comparados aos do
Grupo-Controle no final das 4 semanas experimen-
tais. Os valores hepáticos das SRATB foram altamente
influenciados pela ingestão crônica do etanol, combi-
nada com a menor ingestão de vitamina E, sendo esse
aumento significativo nos períodos de 0 e 24 horas
após o período experimental, mostrando valores prati-
camente dobrados em relação aos do Grupo-Controle.

Os níveis hepáticos de glutationa reduzida
(GSH) após o período de ingestão crônica de etanol
foram alterados e os animais exibiram níves de GSH
aumentados em relação aos do Grupo-Controle. Um
trabalho de revisão mostra que a relação entre a in-
gestão crônica de etanol e os níveis de glutationa não
estão bem estabelecidos, existindo indicações que es-

ram feitas por análise de variância (ANOVA) e teste
de Tukey. Foram consideradas significativas as dife-
renças com p<0,05.

4. RESULTADOS

Quanto à evolução ponderal dos animais, a aná-
lise de variância entre as médias de pesos dos grupos
experimentais, a cada semana, mostrou diferença es-
tatística significativa (p<0,05) entre os grupos que re-
ceberam etanol, e o Grupo-Controle (Tabela I). A in-
gestão dietética também foi diferente, sendo que os
ratos que recebiam etanol comiam menos em relação
aos do Grupo-Controle. Por exemplo, na última sema-
na do estudo, os animais-controle ingeriram uma mé-
dia de 19,81 ± 6,14 gramas de ração contra 8,60 ±
3,61 gramas do Grupo Etanol 0 h e 7,87 ± 4,12 gramas
ingeridas pelos ratos do Grupo Etanol 24 horas.

Pela análise de variância, ficou demonstrado que
os grupos que receberam etanol apresentaram valo-
res mais elevados de SRATB no fígado, quando com-
parados com os do Grupo-Controle. Não existiu dife-
rença significativa entre os grupos que receberam etanol,
em relação aos valores das SRATB (Tabela II).

A Tabela II também mostra as concentrações
hepáticas de GSH e as concentrações hepáticas e plas-
máticas de vitamina E. A administração do etanol cro-
nicamente levou ao aumento nos níveis do GSH hepá-
tico, quando comparados aos do Grpo-Controle; o va-
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ses níveis podem aumentar, decrescer ou mesmo per-
manecer inalterados frente à ingestão de etanol (18).
Postula-se que a  deficiência da vitamina E pode ser
compensada pelo aumento de GSH hepático(19), o que
foi observado neste experimento.

Em relação à vitamina E hepática e plasmática
encontraram-se as maiores alterações frente à inges-
tão crônica de etanol em todos os três grupos estuda-
dos. Os grupos que receberam etanol mostraram uma
queda drástica nos valores de vitamina E. O valor plas-
mático no tempo 24 horas representou apenas 12,69%
em relação ao valor do Grupo-Controle, e, no fígado,
o valor foi de apenas 16,65%. É interessante notar
que, tanto em plasma quanto em fígado, houve um
redução significativa da vitamina E entre o período 0
hora e 24 horas. Provavelmente, a diminuição nos ní-
veis de vitamina E mostram uma utilização da vitami-
na no processo de detoxificação e recuperação dos
animais após o etanol. Sugere-se que estudos posteri-
ores possam verificar, no prolongamento de experi-
mento semelhante, se a vitamina E é reciclada e recu-
perada no período subseqüente.

O aumento na produção dos SRATB é uma for-
te evidência de que a peroxidação lipídica é um dos
mecanismos de dano tecidual, provocado pelo etanol.
Por outro lado, o aumento nos níveis de glutationa pode
representar uma resposta adaptativa à produção de
radicais livres, no sentido de proteger os animais con-
tra o dano hepático(20).

Em relação à peroxidação lipídica dos animais,
depois da ingestão crônica de etanol,  demonstra-se
que os níveis de peróxidos lipídicos hepáticos voltam
ao normal depois de um período de 24 - 48 horas(21).

Os resultados citados fortalecem a hipótese de
que os efeitos hepatotóxicos do etanol são devidos ao
aumento na produção dos intermediários das espécies
reativas de oxigênio. A principal conclusão deste es-
tudo é que a ingestão de etanol, combinada com a
menor ingestão dietética diminui os níveis de vitamina
E no fígado e plasma, mas aumenta a concentração
de GSH hepático, sendo que os níveis da peroxidação
lipídica permanecem aumentados e que ocorrem alte-
rações bioquímicas importantes 24 horas após a
suspenção da administração do etanol aos animais.
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