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RESUMO: A geragado de radicais livres € um passo importante na patogénese da injuria
hepatica, associada a ingestdo de etanol. O etanol induz a aumento na peroxidagéo lipidica por
dois mecanismos: maior produgao de espécies reativas de oxigénio e/ou diminuicdo dos niveis
dos antioxidantes endogenos. Este trabalho enfoca a geragéo de radicais livres em ratos, apds
a ingestao cronica de etanol na agua (20%), pelo periodo de 4 semanas.O objetivo do trabalho foi
investigar o efeito do etanol sobre a peroxidagao lipidica plasmatica e hepatica (medida por
SRATB), vitamina E em plasma e figado e glutationa hepatica. Os animais receberam etanol por
um periodo experimental de 4 semanas e foram sacrificados em 2 periodos distintos: 0 hora
apos o término das 4 semanas e 24 horas apoés o etanol ser retirado e substituido por agua.Os
animais que receberam etanol mostraram uma ingestao alimentar diminuida e alcangaram um
peso menor, quando comparados aos ratos que receberam apenas agua durante o experimento
(p < 0,05). O grupo sacrificado 24 horas apés, demonstrou a concentragdo mais baixa de vitami-
na E hepatica (5,96+3,30 ug/g) em relagdo ao Grupo-Controle (35,7819,23 ug/g) e ao Grupo
Etanol 0 horas (10,30+1,59 ug/g). As concentragdes hepaticas de SRATB foram encontradas em
niveis aumentados nos animais que receberam etanol. Os valores de glutationa também foram
afetados e se mostraram aumentados. Conclui-se que a administragdo cronica de etanol leva a
uma alteragao no sistema de defesa antioxidante, diminuindo os valores de vitamina E e aumen-
tando os valores de GSH, provocando maior peroxidagao lipidica.

UNITERMOS: Peroxidagao de Lipidios. Radicais Livres. Etanol. Vitamina E. Glutationa. Ratos.

1. INTRODUCAO

Radicais livres e espécies reativas de oxigénio
podem contribuir para uma variedade de doengas ou
estar presentes em situagdes de toxicidade!?) como,
por exemplo, diante de uma dose toxica, aguda, de
etanol. Por outro lado, os efeitos deletérios dos radi-
cais livres podem ser inibidos pela presenca de subs-
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tancias antioxidantes, como a vitamina E, que sdo ca-
pazes de inibir a ocorréncia da peroxidagdo lipidica®.

Vitamina E ¢ um termo que engloba um peque-
no grupo de tocoferois, sendo que o [-tocoferol € o
mais bioativo, também considerado o mais potente
antioxidante de caracteristica lipossoltivel, responsa-
vel pela protecdo de acidos graxos, poliinsaturados,
de membranas contra a peroxidagdo lipidica™.



Outro antioxidante amplamente estudado ¢é a
glutationa (GSH). O decréscimo dos niveis de GSH
pode refletir o aumento na produgao de radicais livres
num grau que excederia a capacidade de detoxificacdo
do GSH®,

Ja na década de 60, admitia-se a hipotese de
que a ingestdo de etanol poderia afetar a concentra-
¢do de antioxidantes na célula hepatica e que haveria
um aumento na peroxidacao lipidica em homogenatos
de figado de ratos recebendo uma dose aguda de
etanol©. Entretanto, outros autores ndo encontraram
aumento de substancias reativas ao acido tiobarbiturico
(SRATB), indice indireto de peroxidacdo lipidica, quan-
do os ratos foram tratados, tanto cronicamente como
de forma aguda, com etanol”. Esses resultados dis-
crepantes quanto a ocorréncia de peroxidagao lipidi-
ca, hepatica, apos a administragdo do etanol, sdo de-
vidos as diferentes condigdes experimentais utilizadas.
Acredita-se que a ingestdo de etanol leva ao aumento
da peroxidacao lipidica por dois mecanismos que po-
dem ocorrer de modo simultaneo: aumento das espé-
cies reativas de oxigé€nio e decréscimo nos niveis dos
antioxidantes®.

Acredita-se que a ingestdo cronica de etanol
pode levar a diminuigéo do [-tocoferol hepatico, ndo
tendo a ingestdo aguda os mesmos efeitos®. Os ni-
veis de glutationa (GSH) hepatica podem sofrer de-
créscimo, quando da administragdo de etanol. A for-
macao de um aduto entre o acetaldeido resultante da
oxidacdo do etanol e a glutationa pode representar um
dos mecanismos da diminui¢ao? ou, entdo, uma mai-
or oxidagao da glutationa, resultado direto do aumento
na geragio de radicais livre('D,

Pode-se perceber que a administragdo do etanol
€ um fator de interferéncia no balango oxidativo, atu-
ando em favor da oxidagdo'?, mas o periodo de recu-
peragao dos animais apos a ingestdo cronica de etanol
ainda € pouco estudado. Portanto, coloca-se o pre-
sente trabalho no sentido de averiguar os efeitos da
administracdo cronica de etanol sobre a taxa de
lipoperoxidagdo medida pelos SRATB, niveis plasma-
ticos e hepaticos de vitamina E e glutationa em dois
momentos distintos, ap6s 30 dias de consumo de etanol
(30 dias-0 hora) e, na recuperagdo, apos 24 horas sem
alcool, depois dos 30 dias de consumo cronico (30 dias-
24 horas).

2. MATERIAL E METODOS

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

Etanol e peroxidacdo lipidica

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

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

Grupo Etanol 0 hora (n=10): ratos que recebe-
ram etanol por um més e foram sacrificados apos esse
periodo

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

O etanol foi administrado numa solugdo com
80% de 4agua deionizada e 20% de etanol.

O preparo das dietas para os animais seguiu a
recomendagdo da A.O.A.C de 1975 . Tanto as di-
etas como a agua e a mistura etanol/agua foram ofe-
recidas ad libitum. Os animais foram acomodados em
gaiolas individuais com periodos de 12 horas de ilumi-
nacao artificial, intercalados com periodo igual sem
ilumina¢do, em temperatura média de 22° C.

A ingestao foi controlada por meio de pesagem
regular de comedouros, duas vezes por semana, € 0s
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-
tracdo de etanol e os animais permaneceram rece-
bendo agua e alimentagdo normal durante as 24 ho-
ras, sendo sacrificados em seguida.

O sacrificio era realizado apo6s anestesia com
éter e a morte acontecia por exanguinagdo, apos a
retirada do sangue por pungao cardiaca (ventriculo di-
reito) para as determinagdes plasmaticas de vitamina
E. Em seguida, o figado era retirado, pesado e coloca-
do imediatamente em nitrogénio liquido (- 196°C) para
dosagens posteriores de GSH, SRATB e [I-tocoferol.

3. METODOS LABORATORIAIS

A dosagem de SRATB no figado e plasma foi
realizada de acordo com o método descrito por Buege
& Aust!,

A andlise da vitamina E (U-tocoferol) foi rea-
lizada em amostras de plasma e figado 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'>. A forma reduzida
da glutationa foi determinada pelo método descrito por
Sedlack & Lindsay'®. A determinagdo de proteina
no figado foi realizada pelo método de Lowry (17,

As variaveis sdo apresentadas como média +
desvio-padrao. As comparagdes entre os grupos fo-

49



AA Jordao Jr; MSS Meirelles; PG Chiarelli & H Vannucchi

ram feitas por analise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey. Foram consideradas significativas as dife-
rengas com p<0,05.

4. RESULTADOS

Quanto a evolugdo ponderal dos animais, a ana-
lise de varidncia entre as médias de pesos dos grupos
experimentais, a cada semana, mostrou diferenga es-
tatistica significativa (p<0,05) entre os grupos que re-
ceberam etanol, e o Grupo-Controle (Tabela I). A in-
gestdo dietética também foi diferente, sendo que os
ratos que recebiam etanol comiam menos em relagéo
aos do Grupo-Controle. Por exemplo, na ultima sema-
na do estudo, os animais-controle ingeriram uma mé-
dia de 19,81 + 6,14 gramas de rag¢do contra 8,60 +
3,61 gramas do Grupo Etanol O h e 7,87 +4,12 gramas
ingeridas pelos ratos do Grupo Etanol 24 horas.

Pela analise de variancia, ficou demonstrado que
os grupos que receberam etanol apresentaram valo-
res mais elevados de SRATB no figado, quando com-
parados com os do Grupo-Controle. Nao existiu dife-
renga significativa entre os grupos que receberam etanol,
em relagdo aos valores das SRATB (Tabela II).

A Tabela II também mostra as concentracoes
hepaticas de GSH e as concentragdes hepaticas e plas-
maticas de vitamina E. A administragdo do etanol cro-
nicamente levou ao aumento nos niveis do GSH hepa-
tico, quando comparados aos do Grpo-Controle; o va-

lor do GSH no Grupo Etanol 0 hora ¢ praticamente 3
vezes maior que o controle (27,20+9,79¢ 9,30+ 2,19,
respectivamente).

Em relacdo a 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
avaliag@o das concentragdes hepaticas como nas plas-
maticas.

5. DISCUSSAO

Os animais que receberam etanol ingeriram uma
quantidade menor de ragdo e conseqiientemente, mos-
traram um peso menor, quando comparados aos do
Grupo-Controle no final das 4 semanas experimen-
tais. Os valores hepaticos das SRATB foram altamente
influenciados pela ingestdo cronica do etanol, combi-
nada com a menor ingestdo de vitamina E, sendo esse
aumento significativo nos periodos de 0 e 24 horas
apos o periodo experimental, mostrando valores prati-
camente dobrados em relagdo aos do Grupo-Controle.

Os niveis hepaticos de glutationa reduzida
(GSH) apo6s o periodo de ingestdo cronica de etanol
foram alterados e os animais exibiram nives de GSH
aumentados em relagdo aos do Grupo-Controle. Um
trabalho de revisdo mostra que a relag@o entre a in-
gestdo cronica de etanol e os niveis de glutationa ndo
estdo bem estabelecidos, existindo indica¢des que es-

Tahela l: Evolugido de peso, em gramas, nos diferentes gnupos de ratos recebendo etanol

Cortrole

Etanol 0 hora Etanol 24 horas

Feso inicial (o) 4927 +672a

§230+589a 5314 +577 a

Peso final (o) 29616 +17.01 a

14853 +11,84 b 140,51 + 10,05 b

Letraz diftertes na mesma linhs demorstram diferenca estatitica pars p = 0,05,

Tabela II: Peroxidacso lipidica e wvalores hepaticos e plasmaticos de vitamina E no figado de ratos

recebendo etanol

Contrale Etanal 0 hora Etanol 24 horas
SEATH (nimog ot D05+ 001a 009+ 0,01h 010+ 0,01 b
GSH (mhfo ot 530+ 219 2720+ 979k 2507+ 322h
FPlasma {prmalil 18,99 + 4 35a 2315+ 349k 241 £ 085 ¢
Figada (pofa) 35,78 +9.235 10,30+ 1,58 596+ 330¢c

Letras difrentes na mesma linha demonstram diferencs estatistica para o= 0,05,
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ses niveis podem aumentar, decrescer ou mesmo per-
manecer inalterados frente a ingestdo de etanol %),
Postula-se que a deficiéncia da vitamina E pode ser
compensada pelo aumento de GSH hepatico'?), o que
foi observado neste experimento.

Em relacdo a vitamina E hepatica e plasmatica
encontraram-se as maiores alteragdes frente a inges-
tao cronica de etanol em todos os trés grupos estuda-
dos. Os grupos que receberam etanol mostraram uma
queda drastica nos valores de vitamina E. O valor plas-
matico no tempo 24 horas representou apenas 12,69%
em relacdo ao valor do Grupo-Controle, e, no figado,
o valor foi de apenas 16,65%. E interessante notar
que, tanto em plasma quanto em figado, houve um
reducdo significativa da vitamina E entre o periodo 0
hora e 24 horas. Provavelmente, a diminui¢do nos ni-
veis de vitamina E mostram uma utilizagao da vitami-
na no processo de detoxificagdo e recuperacdo dos
animais apos 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 periodo subseqiiente.

Etanol e peroxidacdo lipidica

O aumento na producdo dos SRATB ¢ uma for-
te evidéncia de que a peroxidagdo lipidica ¢ um dos
mecanismos de dano tecidual, provocado pelo etanol.
Por outro lado, 0 aumento nos niveis de glutationa pode
representar uma resposta adaptativa & producdo de
radicais livres, no sentido de proteger os animais con-
tra o dano hepatico®?.

Em relag@o a peroxidagdo lipidica dos animais,
depois da ingestdo cronica de etanol, demonstra-se
que os niveis de perdxidos lipidicos hepaticos voltam
ao normal depois de um periodo de 24 - 48 horas®V.

Os resultados citados fortalecem a hipotese de
que os efeitos hepatotdxicos do etanol sdo devidos ao
aumento na producado dos intermediarios das espécies
reativas de oxigénio. A principal conclusdo deste es-
tudo ¢ que a ingestdo de etanol, combinada com a
menor ingestdo dietética diminui os niveis de vitamina
E no figado e plasma, mas aumenta a concentragio
de GSH hepatico, sendo que os niveis da peroxidagio
lipidica permanecem aumentados e que ocorrem alte-
ragdes bioquimicas importantes 24 horas apos a
suspencao da administracdo do etanol aos animais.

JORDAO JR AA; MEIRELLES MSS; CHIARELLO PG & VANNUCCHI H.

Effect of chronic ethanol administration

on lipid peroxidation in rats. Medicina, Ribeirao Preto, 35, 48-52, jan./march 2002.

ABSTRACT: Free radical generation is an important step in pathogenesis of ethanol

associated liver injury. Administration of ethanol induces an increase in lipid peroxidation both by
enhancing the production of oxygen reactive species and decreasing levels of endogenous
antioxidants. This work focuses the generation of free radical provoked by a chronic dose of
ethanol. The objective of this investigation was to study the effect of 4 weeks chronic ethanol
administration (20% in water) on liver lipid peroxidation , vitamin E in plasma and liver, and
hepatic glutathione concentration. The animals were sacrificed in 0 and 24 hours after the ethanol
administration. The control group received only distilled water during this period. Ethanol
administration decreased the hepatic and plasmatic vitamin E in all groups, when compared to
controls. The group sacrificed 24 hours after ethanol demonstrated the lowest concentration of
vitamin E in liver (5,96+3,30 ug/g) in relation to control group (35,78+9,23 ug/g) and 0 hours group
(10,30+1,59 pg/g). Concentration of SRATB was higher in liver of rats that received ethanol.
Glutathione were elevated by ethanol administration. In conclusion, chronic ethanol administration
provokes an imbalance in antioxidant system, inducing liver lipid peroxidation in rats and decreased
vitamin E levels.

UNITERMS: Lipid Peroxidation. Free Radicals. Ethanol. Vitamim E. Glutathione. Rats.
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