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Resumo:

O resveratrol € um antioxidante que tem sido muito utilizado no
controle do envelhecimento e de doencas cardiovasculares. O presente
estudo teve por principal objetivo avaliar os efeitos do resveratrol sobre o
metabolismo de carboidratos de ratos artriticos e ratos controles. Para isto,
foi utilizada a técnica de perfusdo de figado isolado. O resveratrol inibiu a
gliconeogénese e 0 consumo de oxigénio tanto em ratos controles como em
artriticos. Ja a glicolise e a glicogendlise foram reduzidas pelo resveratrol
somente em animais controles. Estes resultados sugerem que este polifenol
apresenta um amplo espectro de agdo sobre o metabolismo de carboidratos
em figado de ratos e que, pelo menos na dose e protocolo experimental
utilizado, ndo esteja modificando o estado redox celular dos animais
artriticos.

Introducao

A artrite reumatdide € uma doenca autoimune caracterizada por

inflamacédo crénica que afeta a cartilagem articular, mas também cérebro,
figado, pumdes. A artrite induzida por adjuvante completo de Freund (AIA) é
uma imunopatologia experimental em ratos que apresenta muitas
semelhancas com a artrite reumatoide humana. Além do aumento do
estresse oxidativo que acomete o figado, coracdo, e cérebro, significativas
alteragbes também ocorrem no metabolismo hepatico dos animais artriticos,
especialmente aquelas associadas com o metabolismo energético, como a
via glicolitica, glicogenolitica e neoglicogénica (Fedatto et al., 2002; Wendt et
al., 2015; Comar et al., 2013)
O resveratrol é um antioxidante da classe dos polifenois com propriedades
benéficas de retardar o envelhecimento e prevenir doencas cardiovasculares
(Vang et al., 2011) Pertence a classe dos "sacrificial antioxidants", os quais
neutralizam diretamente os radicais livres e sdo inativados durante o
processo antioxidante, de tal forma que precisam ser repostos por outros, ja
gue normalmente ndo podem ser reciclados de forma eficiente.
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Acredita-se que uma modificacdo do estado oxidativo celular no figado para
uma direcdo menos oxidada possa diminuir tanto o estresse oxidativo quanto
o aumentado fluxo através das vias catabolicas hepéaticas. Este seria o caso
de substancias antioxidantes, como o resveratrol, que poderiam diretamente
diminuir o estresse oxidativo tecidual. Assim, seriam poupados equivalentes
redutores de forma a restabelecer, ao menos em parte, as razdes
NAD(P)H/NAD(P)* e um ambiente menos oxidado, que por sua vez, cessaria
o estimulo no fluxo através de vias catabodlicas. Desse modo, 0 objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito do resveratrol sobre o metabolismo
hepatico de carboidratos. Para isso, foi utilizado a técnica de perfusdo de
figado, que permite determinar o fluxo de varias vias metabdlicas sob
condicbes controladas, tais como a glicolise, glicogendlise e gliconeogénese
(Bracht et al., 2003)

Materiais e métodos
Animais, inducéo da artrite, técnica de perfuséo hepatica

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comisséo de Etica no
Uso de Animais da UEM (Protocolo nimero CEUA 2495130916). Ratos
machos da linhagem Holtzman foram utilizados para indugéo da artrite por
adjuvante, por meio da injecdo com o adjuvante completo de Freund®. No
19° dia apds a inducéo da artrite, os animais foram anestesiados e o figado
isolado por remocéao cirurgica. Ratos de mesma idade foram utilizados como
controle. A perfusdo de figado isolado foi realizada em um sistema nao
recirculante. Resumidamente, apds a canulacdo das veias cava e porta, 0
figado foi removido e posicionado em uma camara de acrilico aberta. O
liquido de perfuséo utilizado foi o tampéao Krebs/Henseleit bicarbonato que
perfunde o figado pela canula introduzida na veia porta e deixa o orgdo pela
canula conectada a veia cava. Os substratos foram dissolvidos diretamente
no tampédo e os metabdlitos foram determinados no perfusado por meio de
ensaios colorimétricos determinados no espectrofotbmetro. O consumo de
oxigénio foi monitorado continuamente por meio de um eletrodo prata-platina
posicionado na saida do perfusado efluente.
Foram realizados dois protocolos experimentais: um com animais em jejum
de 18 horas a fim de avaliar a gliconeogénese, utilizando como substrato o
L-lactato. E um segundo protocolo experimental com intuito de avaliar a
glicolise e a glicogendlise foram utilizados figado de ratos alimentados. O
fluxo da glicdlise foi quantificado pela soma das determinacdes de piruvato
mais lactato divididos por dois, considerando que a glicose gera duas
moléculas de piruvato. Ja a glicogendlise foi quantificada pela soma da
glicose liberada no perfusado mais glicose metabolizada pela via glicolitica.
Os resultados foram expressos em graficos e tabelas como médias * erros-
padrdo das médias. Diferencas entre médias foram avaliadas por meio do
teste t de Student (duas médias) ou por meio do teste de Student-Newman-
Keuls (trés ou mais médias). O nivel de 5% (p < 0.05) foi adotado como
critério de significancia.
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Resultados e Discussao

A gliconeogénese hepatica foi avaliada em ratos em jejum de 18
horas para garantir baixos niveis de glicogénio. A infusdo de lactato
promoveu um aumento na producédo de glicose e piruvato e no consumo de
oxigénio, tanto em animais controles quanto nos artriticos. Entretanto, a
capacidade de producéo de glicose esta reduzida em aproximadamente 50%
em animais artriticos, enquanto o consumo de oxigénio ndo diferiu entre os
grupos. Acredita-se que esta diminuicdo da gliconeogénese em animais
inflamados esteja relacionada a um comprometimento das enzimas chaves
da via ou ainda ha uma reduzida disponibilidade de equivalentes redutores
no citosol das células hepéaticas inflamadas.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o resveratrol é
bastante ativo sobre o metabolismo hepético de carboidratos. A perfuséo
direta desse polifenol foi capaz de modificar as vias metabdlicas
relacionadas ao metabolismo energético em figado de ratos em perfuséo
isolada. O resveratrol, nas trés concentracdes avaliadas (25, 50 e 100uM),
inibiu a biossintese de glicose (gliconeogénese), via dependente do ATP
sintetizado pela fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Em animais controles
esta reducao foi de aproximadamente 75%. No grupo artritico o resveratrol
reduziu a producéo de glicose para niveis semelhantes ao basal. O consumo
de oxigénio foi reduzido com o tempo de perfusdo em ambos os grupos.
Esta reducdo tendeu a ser dependente da concentracdo até 50uM
mantendo-se praticamente estavel até 100uM. No entanto, apresentou
diferenca significativa somente para as concentracdes de 50 e 100uM no
grupo artritico. Estes efeitos foram parcialmente revertidos com a remocao
da infusdo do resveratrol. Os resultados ndo permitem descrever um
mecanismo de acdo, mas sugere-se que, pelo menos dois fatores possam
estar relacionados a diminuicédo da sintese de glicose hepética induzida pelo
resveratrol: 1) menor eficiéncia da transducédo de energia mitocondrial e 2)
diminuicao da atividade de enzimas chaves da gliconeogénese.

A via glicogenolitica e a liberagdo de glicose foram significativamente
menores nos animais artriticos. Esta reducdo € consequéncia do menor
conteudo de glicogénio no figado desses animais, como observado em
trabalhos anteriores. A via glicolitica ndo diferiu entre os grupos analisados.
O consumo de oxigénio foi aproximadamente 17% menor na condicédo
artritica. Embora em animais artriticos o resveratrol ndo tenha modificado o
fluxo da glicogendlise e da glicélise o mesmo reduziu progressivamente
ambas as vias no grupo controle. O grau de reducgéao foi similar para as trés
doses de resveratrol utilizadas.

Nos animais controles, a liberagdo de glicose foi levemente reduzida pelo
resveratrol no inicio da perfusdo e em seguida foi estabilizada, manstendo-
se reduzida para as trés concentra¢gbes avaliadas. Embora o consumo de
oxigénio tendeu a aumentar transitoriamente com resveratrol nos primeiros
minutos, ndo apresentou diferenca significativa em ambos o0s grupos. A
producdo de piruvato e lactato foi maior nos animais controles na auséncia
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de resveratrol. No entanto o resveratrol reduziu a producdo de lactato nos
animais controles para niveis semelhantes aos artriticos (25, 50 e 100uM)
sem afetar a producdo de piruvato ou a razao piruvato/lactato, utilizada
normalmente como um indicador da razdo NADH/NAD" citosélica no figado.
A lactato desidrogenase no figado esta proxima ao equilibrio, isso significa
que provavelmente o resveratrol ndo altera a razio NAD'/NADH em animais
controles como também em animais artriticos.

Conclusbes

Em conclusédo, os resultados do presente trabalho demonstram que o
resveratrol € um composto que modifica de maneira ampla o metabolismo de
carboidratos no figado. Além disso, exerce efeitos distintos em figados de
animais saudaveis e artriticos. Embora ndo seja possivel afirmar o
mecanismo de acgdo, sugere que o resveratrol possa exercer seus efeitos por
mecanismos distintos, que precisam ser posteriormente investigados.
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