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Resumo:

A gliconeogénese se encontra diminuida no figado de ratos com artrite
induzida por adjuvante, um modelo de artrite reumatoide, e tem sido atribuido como
causa um estado mais oxidado causado pelo aumentado estresse oxidativo no
orgao. O resveratrol € um antioxidante polifendlico que apresenta atividade anti-
inflamatoria, mostrada inclusive em ratos artriticos. Este estudo investigou os efeitos
do resveratrol sobre a gliconeogénese, no figado de ratos saudaveis e com artrite
induzida pelo adjuvante completo de Freund. O figado em perfusdo foi usado como
ferramenta experimental e o lactato como substrato gliconeogénico. Dois protocolos
foram utilizados: figado perfundido com resveratrol e figado de ratos tratados com
resveratrol em perfusdo. Neste uUltimo, ratos controle e artriticos foram tratados com
carboximetilcelulose (CMC, veiculo) ou resveratrol na dose de 50 mg/Kg. O
resveratrol, diretamente infundido no figado, inibiu a gliconeogénese de ratos
saudaveis e artriticos. Por outro lado, o tratamento dos animais, com o resveratrol,
nao modificou a gliconeogénese hepatica em ambas as condi¢cbes. Este ultimo
resultado ndo aponta para um efeito hepatotdxico do resveratrol, mas experimentos
adicionais devem ser realizados para investigar a auséncia de reducdo da
gliconeogénese que foi observada no figado de ratos artriticos tratados com CMC.

Introducao

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria, autoimune, crénica e
sistémica que afeta cerca de 1% na populacédo adulta (MCINNES & SHEETS, 2011).
Além das articulacdes, afeta outros 6rgdos, como o figado. A artrite induzida por
adjuvante é um modelo experimental em ratos que se assemelha a artrite
reumatoide. Estes animais apresentam alteracdes metabdlicas, inclusive no figado,
que apresenta uma diminuida gliconeogénese (CASTRO-GHIZONI et al., 2017). O
estresse oxidativo se encontra elevado no figado de ratos artriticos e parece estar
associado as alteracdes metabdlicas que ocorrem neste 6rgao (WENDT et al.,
2019). No figado de ratos artriticos, a diminuida gliconeogénese é atribuida a um
ambiente celular oxidado, que ocorre por conta do aumentado estresse oxidativo. As
diminuidas razdes NADPH/NADP®*, NADH/NAD® e GSH/GSSG no figado artritico
corroboram este fendmeno. Assim, € possivel que a modificagcdo do ambiente celular
para uma condicdo menos oxidada possa diminuir o estresse oxidativo e normalizar
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a gliconeogénese hepatica de ratos artriticos. O resveratrol € um polifenol conhecido
como o ingrediente do vinho tinto que previne doencas cardiacas. Este polifenol
apresenta atividade anti-inflamatéria, imunomodulatéria e antioxidante. A
suplementacdo com resveratrol reduziu as manifestacées da artrite reumatoide em
pacientes e em ratos com artrite induzida por adjuvante (KHOJAH et al.,, 2018;
WAHBA et al., 2016). Neste ultimo, o resveratrol melhora também o estado oxidativo
plasmatico. Desta forma, este estudo investigou os efeitos do resveratrol sobre a
gliconeogénese no figado perfundido de ratos artriticos.

Material e métodos

A artrite foi induzida pela inje¢do do adjuvante completo de Freund (500 pg)
em uma pata traseira de ratos Holtzman (50 dias de idade). Os animais foram
utilizados 19 dias apds indugdo da artrite. Ratos com a mesma idade foram os
controles. Dois protocolos foram utilizados: 1) infusdo de resveratrol no figado
perfundido de ratos nado tratados e 2) perfusdo do figado de ratos tratados com
resveratrol. Neste Ultimo, os animais foram divididos em 4 grupos: controles e
artriticos tratados com carboximetilcelulose (CMC) ou resveratrol. Os animais foram
diariamente tratados (gavagem) com resveratrol 50 mg/Kg ou CMC por 5 dias antes
e 18 dias depois da inducao da artrite. A gliconeogénese foi determinada no figado
em perfusao utilizando lactato 2 mM como substrato. O perfusado efluente foi
coletado a cada 2 min e analisado para o conteudo de glicose e piruvato. O
consumo de oxigénio foi monitorado por polarografia. Os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEM (parecer
2495130916).

Resultados e Discussao

A Figura 1 mostra os resultados obtidos no protocolo (1). Os figados de
animais controle e artriticos foram perfundidos com lactato 2 mM (Figura 2), mas aos
25 min de perfusdo, o resveratrol na concentracdo de 25, 50 e 100 uM foram
infundidos junto com o lactato por adicionais 25 min. Os valores apresentados na
Figura 1 sdo aqueles obtidos no estado estaciondrio da infusdo de lactato +
resveratrol. E possivel notar que, na auséncia de resveratrol, a producdo de glicose
e 0 consumo de oxigénio no figado artritico foram bem menores que nos controles,
enquanto a producéo de piruvato foi superior. Ja com a infusdo de resveratrol na
menor concentracdo (25 pM), a producao de glicose em ambos foi completamente
inibida. O consumo de oxigénio foi inibido apenas na concentracdo de 50 e 100 pM.
A produgcdo de piruvato aumentou apenas nos controles, mas estranhamente
diminuiu com 100 pM.

Considerando que a infusdo direta do resveratrol no figado inibiu a
gliconeogénese, um resultado oposto ao esperado, experimentos delineados no
protocolo (2) foram conduzidos para avaliar o efeito do tratamento de animais
artriticos e controles com o composto. A dose de 50 mg/Kg foi utilizada e
corresponde a uma dose alta em humanos (aproximadamente 3,5 g), mas facilmente
aplicavel. A Figura 2 mostra a producao de glicose, piruvato e consumo de oxigénio
no figado de animais tratados. E possivel notar que o tratamento ndo modificou a
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gliconeogénese hepética de ratos controles e artriticos. Entretanto, € possivel
também observar que os animais artriticos ndo tratados (CMC) nao apresentaram a
gliconeogénese diminuida, um fendmeno ja constatado em animais artriticos. Este
resultado é realmente dificil de explicar. Por exemplo, € possivel o tratamento com
CMC aumente a gliconeogénese apenas em ratos artriticos ou que 0s animais nao
ficaram realmente artriticos. De qualquer forma, experimentos devem ser repetidos,
utilizando também animais artriticos tratados apenas com salina, para excluir um
possivel efeito da carboximetilcelulose.
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Figura 1 — Efeitos do resveratrol sobre a gliconeogénese no figado perfundido de ratos controle e
artriticos. Lactato 2 mM foi o substrato e resveratrol diretamente infundido no figado. Os valores sao
0s parametros no estado estacionario da infusdo de lactato + resveratrol e correspondem a média +
EPM de 6 animais. Simbolos cheios sdo controles e vazios artriticos. *,’pP<0,05 para diferenca em
relacdo ao zero resveratrol para controles e artriticos, respectivamente.

Conclusodes

Os resultados do presente estudo mostram que o resveratrol, diretamente
infundido no figado em perfuséo, inibe a gliconeogénese de ratos saudaveis e
artriticos. Por outro lado, o tratamento dos animais com o resveratrol ndo modificou a
gliconeogénese hepatica em ambas condi¢cdes. Este ultimo resultado ndo aponta
para um efeito hepatotoxico do resveratrol, mas, experimentos adicionais devem ser
realizados para investigar a nao diminuida gliconeogénese hepética de ratos
artriticos tratados com carboximetilcelulose.
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Figura 2 — Gliconeogénese e consumo de oxigénio no figado perfundido de ratos controles e
artriticos tratados com resveratrol. Os valores sdo a média + EPM de seis animais.
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