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RESUMO

ALVIAREZ GUTIERREZ, Eliana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2019. Avaliacdo do efeito do consumo do vinho tinto Cabernet sauvignon na
hipercolesterolemia, na hepatoxicidade e no desenvolvimento de placas
aterosclerdticas em coelhos de raca nova Zelindia. Orientador: Paulo Cesar
Stringheta. Coorientador: Sérgio Luis Pinto da Matta

O aumento do consumo de alimentos ricos em lipidios tem favorecido para que as
doencas cardiovasculares sejam as principais causas de morte no mundo. O incremento
de LDL-c, leva a deposicdo dessas lipoproteinas na camada intima das artérias,
desenvolvendo a progressao da placa de ateroma. De igual maneira, o excesso de
lipidios no organismo leva ao desenvolvimento de doengas hepaticas como a esteatose.
A sinvastatina, ¢ o medicamento utilizado para diminuir os niveis de colesterol
plasmatico, que favorece na redugdo da formagdo das placas aterosclerdticas, nao
obstante, se tem evidenciado efeitos colaterais. Por conseguinte, estdo sendo
pesquisadas outras alternativas para ajudar a reduzir o consumo da sinvastatina. O
vinho tinto, conhecido por ser uma fonte rica em compostos bioativos, parece ser uma
boa alternativa. Segundo o Paradoxo Francés, o consumo de vinho tinto ajuda na
redugdo do risco de doengas cardiovasculares. Nesse sentido, o objetivo do trabalho
foi avaliar o efeito ateroprotetor e hepatoprotetor do consumo de vinho tinto Cabernet
sauvignon, em diferentes dosagens de alcool (13 %, 8 % e 4 %) e vinho tinto sem
alcool em coelhos hipercolesterolémicos. Foram utilizados 30 coelhos machos da raga
Nova Zelandia, que foram divididos em 6 grupos: racao hipercolesterolémica; racao
hipercolesterolémica + 0,3 mg de sinvastatina-kg-dia™'; racdo hipercolesterolémica +
6 mL vinho tinto 13 %; racdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; ragdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; racdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho
tinto sem alcool. Os animais foram tratados por 30 dias, ao longo do experimento se
realizaram trés coletas do sangue nos tempos zero, quinze e trinta dias. Foram
determinados os niveis plasmaticos sanguineos de Colesterol total (Ct), colesterol LDL
(LDL-c), colesterol HDL (HDL-c), triglicérides, dos marcadores hepaticos e renal. Ao
final do experimento foi realizada a eutandsia e se coletaram fragmentos do tecido
hepatico e adrtico, se avaliaram os biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e
proteinas carboniladas) e as enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST, foi realizado o

analise histologico e a avaliagdo dos pardmetros morfométricos dos tecidos hepaticos



e adrticos. Os resultados mostraram que o fornecimento da dieta hipercolesterolémica
e o vinho tinto com e sem alcool, aumentaram os niveis plasmaticos de Ct, LDL-c,
triglicérides, lipase e yGT, sem afetar os niveis de HDL-c, nem os parametros
bioquimicos da funcdo renal. Nos biomarcadores do estresse oxidativo no tecido
aortico foi demostrado que o consumo de vinho tinto 13 % e 8 % aumentaram os niveis
da atividade da GST, o vinho tinto 8 % apresentou reducdo da peroxidagao lipidica
pelo MDA, e tanto o vinho tinto com e sem alcool reduziram a produgdo de proteina
carbonilada. No tecido hepatico houve aumento dos niveis das enzimas SOD e CAT
no grupo fornecido com vinho tinto sem é4lcool, no grupo fornecido com vinho tinto
13 % somente teve aumento na enzima SOD. Os resultados evidenciaram que o vinho
tinto mesmo sem alcool foi capaz de diminuir o acumulo de lipidios no figado,
evitando a progressdo da esteatose e da placa de ateroma, obtendo resultados tdo

eficientes quanto o reportado na sinvastatina.

Palabras-chave: Vinho tinto. Bebidas ndo alcoodlicas. Hipercolesterolemia. Aorta.

Figado.



ABSTRACT

ALVIAREZ GUTIERREZ, Eliana, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August,
2019. Evaluation of the effect of consumption of Cabernet sauvignon red wine in
hypercholesterolemia, in hepatoxicity and the development of atherosclerotic
plaques in New Zealand rabbits. Adviser: Paulo Cesar Stringheta. Co-adviser:
Sérgio Luis Pinto da Matta

The increase in consumption of foods rich in lipids has favored cardiovascular diseases
to be the main causes of death in the world. The increase in LDL-c leads to the
deposition of these lipoproteins in the inner layer of the arteries, developing the
progression of the atheromatous plaque. Likewise, excess lipids in the body lead to the
development of liver diseases such as steatosis. Simvastatin is the drug used to
decrease plasma cholesterol levels, which favors the reduction of the formation of
atherosclerotic plaques, despite side effects. Therefore, other alternatives are being
researched to help reduce the consumption of simvastatin. Red wine, known to be a
rich source of bioactive compounds, seems to be a good alternative. According to the
French Paradox, the consumption of red wine helps in reducing the risk of
cardiovascular diseases. In this sense, the objective of the work was to evaluate the
atheroprotective and hepatoprotective effect of the consumption of red Cabernet
sauvignon wine, in different dosages of alcohol (13 %, 8 % and 4 %) and non-alcoholic
red wine in hypercholesterolemic rabbits. Thirty male New Zealand rabbits were used,
which were divided into 6 groups: hypercholesterolemic diet; hypercholesterolemic
ration + simvastatin 0.3 mg * kg * day™'; hypercholesterolemic diet + 6 mL red wine
13 %; hypercholesterolemic diet + 6 mL red wine 8 %; hypercholesterolemic ration +
6 mL 4 % red wine; hypercholesterolemic ration + 6 mL non-alcoholic red wine. The
animals were treated for 30 days, during the experiment three blood samples were
collected at times zero, fifteen and thirty days. Blood plasma levels of total cholesterol
(Ct), LDL cholesterol (LDL-c), HDL cholesterol (HDL-c), triglycerides, hepatic and
renal markers were determined. At the end of the experiment, euthanasia was
performed and fragments of liver and aortic tissue were collected, oxidative stress
biomarkers (MDA and carbonylated proteins) and antioxidant enzymes SOD, CAT
and GST were evaluated, histological analysis and morphometric parameters of liver
and aortic tissues. The results showed that the supply of a hypercholesterolemic diet

and red wine with and without alcohol, increased plasma levels of Ct, LDL-c,



triglycerides, lipase and yGT, without affecting HDL-c levels or biochemical
parameters of function renal. In the biomarkers of oxidative stress in the aortic tissue,
it was shown that consumption of red wine 13 % and 8 % increased levels of GST
activity, red wine 8 % showed a reduction in lipid peroxidation by MDA, and both red
wine with and non-alcoholic red wine reduced the production of carbonylated protein.
The liver tissue was increased levels of SOD and CAT in the group supplied with non-
alcoholic red wine, the group supplied with only 13 % red wine had increased SOD
enzyme. The results showed that red wine, even non-alcoholic red wine, was able to
decrease the accumulation of lipids in the liver, preventing the progression of steatosis

and atheromatous plaque, obtaining results as efficient like reported with simvastatin.

Keywords: Red wine. Non-alcoholic drinks. Hypercholesterolemia. Oxidative stress.

Aorta. Liver
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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente as doengas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no
mundo, sendo a hipercolesterolemia, tabagismo, hipertensao, obesidade, sedentarismo,
diabetes, consumo excessivo de alcool, baixo consumo de alimentos ricos em
compostos bioativos, os fatores principais para desenvolver a aterosclerose

(APOSTOLIDOU et al., 2015)

A aterosclerose € uma doenga inflamatoria cronica, caraterizada pela deposicao
dos altos niveis de LDL-c que sdo oxidados (YOSHIDA; KISUGI, 2010), sendo
depositados na camada intima das artérias, formando posteriormente placas de ateroma
em resposta imunoldgica pelo aumento dos lipidios na parede da artéria devido a
disfungao endotelial (KIERSZENBAUM A. L., 2012). A disfun¢ao endotelial
aumenta a expressao da molécula de adesao celular vascular-1 (VCAM-1), facilitando
o aumento dos macrofagos que captam o LDL oxidado, que se tornam em células

espumosas, constituindo a placa ateromatosa (KIERSZENBAUM 2012).

Outro processo que contribui para o desenvolvimento da aterosclerose ¢ o
estresse oxidativo provocado pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (EROS)
produzidas durante o metabolismo celular e pelos fatores ambientais. As EROS, sao
caraterizadas por serem moléculas altamente reativas que reagem com moléculas
bioldgicas das células, alterando suas fungdes e estruturas (BIRBEN et al., 2012).
Nesse processo contribui para o desenvolvimento da aterosclerose, a qual é gerada por
um desequilibrio entre os antioxidantes e as EROS, levando a modificacdo das
biomoléculas, como oxidagdo das proteinas e aumento de produtos da peroxidacgdo

lipidica (MAHMOUDI, 2018).

Atualmente o medicamento sinvastatina, ¢ amplamente utilizado para reduzir
os niveis de colesterol plasmético, mediante a redugdo da atividade da HMG CoA.
Assim também ¢ utilizado de forma preventiva contra a progressdo de doencas
cardiovasculares estabilizando as placas aterosclerdticas, efeito anti-inflamatorio e
antitrombotico (BELTOWSKI; WOICICKA; JAMROZ-WISNIEWSKA, 2009;
WARD; WATTS; ECKEL, 2019). Nao obstante, tem-se evidenciado que em 10-15 %
da populagdo, seu uso continuo, tem gerado efeitos colaterais como desenvolvimento

de doencas musculares (SAMSs), diabetes mellitus tipo 2, problemas neurologicos,
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neurocognitivos, hepatotoxicidade e toxicidade renal (WARD; WATTS; ECKEL,
2019). Por isso, ¢ importante buscar alternativas que tenham efeitos

hipocolesterolémicos sem ter efeitos secundarios.

Estudos reportam o beneficio de se consumir alimentos ou bebidas ricas em
compostos bioativos. Dessa forma, alimentos com alto teor de compostos fendlicos
(flavonoides), acidos fenolicos, lignanos, estilbenos e carotenoides, pode reduzir o
risco de desenvolver doencas relacionadas com o aumento do estresse oxidativo no
organismo. Varios estudos tém reportado os beneficios do consumo de alimentos ou
bebidas ricas em compostos bioativos (BOEING et al., 2012; KISHIMOTO; TANI,
KONDO, 2013).

O consumo do vinho tinto tem sido relacionado com a diminui¢ao do risco de
doencas cardiovasculares, pois a partir do Paradoxo Francés, observou que os
franceses apesar de ter uma dieta rica em gordura, tinham o menor indice de
mortalidade relacionado as doengas cardiovasculares, o que relacionou ao alto

consumo do vinho tinto (LIPPI et al., 2010).

O vinho tinto, além do alcool, tem um alto teor de compostos fenolicos como
os flavonoides (antocianinas), os 4cidos hidroxicinamicos 4cidos benzoicos, estilbenos
(resveratrol) (HASEEB; ALEXANDER; BARANCHUK, 2017). Dentre estes
destacam-se as antocianinas e o resveratrol, pois acredita-se que sejam responsaveis
pelas propriedades benéficas a saide (NOGUER et al., 2012). De igual maneira, ha
pesquisas indicando que os beneficios do consumo do vinho tinto s3o causados pelo
alcool presente (SCHRIEKS et al., 2013) e outros estudos tem reportado que € por

causa do efeito de sinergismo entre esses dois componentes (ARENDT et al., 2005).

Desse modo, o objetivo deste trabalho, foi avaliar o efeito protetor do consumo de
vinho tinto em diferentes porcentagens de alcool (13 %, 8 %, 4%) e vinho tinto sem
alcool no tecido hepatico e aodrtico de coelhos alimentados com uma dieta

hipercolesterolémica durante 30 dias.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostos bioativos

Os compostos bioativos sdo os metabolitos secundarios que possuem
propriedades farmacoldgicas ou toxicoldgicas sobre os sistemas biologicos nas
pessoas e nos animais (BERNHOFT, 2010), sdo biosintetizados por quatro vias
principais, a via do acido chiquimico, a via do 4cido malonico, a via do 4cido
mevalonico e a via de ndo mevalonato (MEP). Os metabolitos secundarios
encontram-se principalmente em frutas, hortalicas e graos; caracterizam-se por
apresentar beneficios na saide, como a melhora dos processos metabodlicos, na
capacidade antioxidante, ativagdo ou inibi¢do de enzimas e da expressdo génica

(AZMIR, ZAIDUL et al., 2013).

Séo classificados em trés grupos, os terpenos e terpenoides, os alcaloides e os
compostos fendlicos. Os terpenos sdao produzidos a partir da via do acido
mevalonico e da via do mevalonato; os alcaloides sdo sintetizados a partir dos
aminoacidos aromaticos (provenientes da via do dcido chiquimico) e por
aminodcidos alifaticos (provenientes do ciclo acido tricarboxilico) e os compostos
fenolicos sdo sintetizados através da via do 4cido chiquimico e da via do acido

malonico (Figura 1) (CROTEAU et al., 2000).
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Figura 1. Vias das biossinteses dos compostos bioativos.
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Fonte. AZMIR, ZAIDUL et al. (2013).

2.2. Compostos fendlicos

Sao conhecidos aproximadamente 8000 compostos fendlicos, dos quais estdo
classificados em compostos fenolicos simples y polifenodis. Os acidos fenolicos e
alcoois fendlicos estao dentro do grupo de fendlicos simples pois apressentam um
fenol na sua estrutura; em quanto, que os polifenois apresentam ao menos duas
subunidades de fenol, encontrando-se os flavonoides, estilbenos e os compostos
que apresentam trés ou mais subunidades de fenol (D” ARCHIVIO, 2007; IGNAT
etal., 2011; LEOPOLDINI et al., 2011).
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Os compostos fenolicos sdo encontrados em frutas, legumes, flores, bebidas.
Devido a sua estrutura apresentam capacidade antioxidante e tem sido encontrado
que o aumento no seu consumo ajuda a reduzir doengas cronicas como diabetes,
cancer e doengas cardiovasculares. A estrutura dos compostos fendlicos determina
sua atividade antioxidante, ja que estd relacionada com estrutura-atividade

(SAMMAN et al., 2006; LEOPOLDINI et al., 2011; DALL & ARCHELA, 2014).

Os 4acidos fenolicos, sdo caraterizados por apresentar um acido carboxilico
funcional no fenol; podem ser classificados em acidos hidroxibenzoicos (AHB),
cuja estrutura ¢ C6-Cl, encontram-se o acido galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico e o vanilico, em quanto que os acidos hidroxicindmicos (AHC) tem
uma uma cadeia lateral de trés carbonos (C6-C3), sendo os mais comuns o acido
ferulico, cafeico e p-cumarico (Figura 2) (VAUZOUR et al., 2012; IGNAT et al.,
2011; LEOPOLDINI et al., 2011).

Figura 2. Estrutura dos acidos fenolicos

R, GOOH R, P
A, Ry R, R.
Ry Ay
(1) Aopos Benzoicos  R: Rs Ry Rs (2ACIDOS CINAMICOS

Acido p-hidroxibenzoico H H OH H Acido p-cumdrico
Acido protocatecuico H OH OH H Acido cafeico
Acido vanilico H OCH; OH H Acido ferulico
Acido gélico H OH OH OH
Acido siringico H OCH; OQH OCHy Acido sinapico
Acido salisilico OH H H H
Acido gentisico OH H H OH

Fonte. VAUZOUR et al., (2012)

Os estilbenos possuem uma estrutura C6-C2-C6 (Figura 3), nas plantas sao
produzidos em resposta a infe¢des de patogenos ou por condi¢des de estresse, nos
alimentos s3o encontrados em baixas quantidades, sendo o resveratrol,
pterostilbeno e piceatonol os principalmente encontrados (VAUZOUR et al.,

2012; IGNAT etal., 2011; LEOPOLDINI et al., 2011).
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Figura 3. Estrutura dos estilbenos
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Fonte. VAUZOUR et al. (2012).

Os flavonoides, sdo os compostos fendlicos de baixo peso molecular, que se
encontram em grande abundancia nas plantas, se tem identificado perto de 4000
tipos de flavonoides, conhecidos por ter uma estrutura esquelética C6-C3-C6,
sendo que na sua estrutura possui dois anéis fenolicos (A e B) que estdo ligados
por trés atomos de carbono, formando um heterociclo oxigenado (anel C) (Figura
4) (ZHANG & TSAO, 2016; VAUZOUR et al., 2012; IGNAT et al., 2011;
LEOPOLDINI et al., 2011), segundo o grau de oxidagdo no anel C, o padrao de
hidroxilacdo do nucleo ¢ o substituinte no carbono 3, sdo classificados em
proantocianidina, antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonois e
flavanois (Figura 4) (VAUZOUR et al., 2012; IGNAT et al., 2011; LEOPOLDINI
et al., 2011). S@o os antioxidantes mais importantes devido a seu alto potencial
redox, podem agir como agentes redutores, doadores de hidrogénio e supressores

de oxigénio singleto e tem um potencial quelante de metal (IGNAT et al., 2011).
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Figura 4. Estrutura dos principais flavonoides.
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Fonte. FRAGA & OTEIZA (2011).

As antocianidinas sdo a estrutura bésica das antocianinas. As antocianidinas
possuem um anel aromético A ligado a um anel heterociclico C que contém
oxigénio, e também esta ligado por uma ligagdo carbono-carbono a um terceiro
anel aromatico B (Figura 5) (IGNAT et al., 2011). As antocianinas sdo pigmentos
vacuolares encontrados em todos os tecidos vegetais, incluindo folhas, caules,
raizes, flores e frutos e podem ser de cor vermelho, roxo ou azul, dependendo do
pH. Se as antocianidinas estdo glicosiladas (ligadas a um agtcar) forma as
diferentes antocianinas dependendo o local da substituicdo glicosidica (Figura 6)

(VAUZOUR et al., 2012).
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Figura 5. Estrutura quimica das antocianidinas
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Fonte: MALACRIDA & MOTA, (2006).

2.3. Compostos fenolicos no vinho tinto

Os vinhos tintos sdo conhecidos por ter alta quantidade de compostos fendlicos,
os valores oscilam entre 1547 - 3418 mg GAE/L vinho (GONZALEZ-CENTENO
et al., 2019); no entanto, as concentragdes dos mesmos estao influenciadas pelo
tipo de uva, o tipo de cultivo, as condigdes climaticas, pelo tipo de fermentagao e
o envelhecimento (CARNEIRO et al., 2020; PLAVSA, et al., 2012; OLIVEIRA,
etal., 2012).

Os principais compostos fenodlicos encontrados no vinho tinto sdo as
antocianinas, o acido ferulico, acido galico, estilbenos, resveratrol e quercetina
(Figura 7) (DALL & ARCHELA, 2014). A antocianina € o mais importante, pois
¢ o encarregado de dar a coloragdo vermelha e contribui em grande maneira na

capacidade antioxidante dos vinhos, seu teor varia entre 186 - 561 mg MIVE/L
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vinho (GONZALEZ—CENTENO et al., 2019), no entanto, a concentragdo das
antocianinas diminui ao longo do tempo, o Gutierrez et al., (2005) reportaram que
o teor de antocianinas diminuiu a partir dos trés meses de envelhecimento nos
vinhos tintos Cabernet sauvignon, Cencibel e Syrah. A formacdo dos aldeidos
contribui nas transformagdes quimicas que induz na mudanca de sabor e color do

vinho tinto durante o envelhecimento (OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 7. Compostos fenolicos encontrados no vinho tinto.

Malvidina trans-Resveratrol Quercetina

OoH Q
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Fonte. IRITI & VARONI (2014).

O Brasil tem se destacado nos ultimos anos como produtor de vinhos tintos
finos de boa qualidade. No Sul do pais, tem se concentrado a produgdo vinifera
brasileira, devido as condi¢des favoraveis do clima (WURZ et al., 2017;
OLIVEIRA et al., 2012). No estudo do Wiirz et al., (2019) encontraram que a
maior concentra¢cdo de antocianinas ¢ favorecida no uso de sistemas de cortina
dupla (GDC) e em latada no cultivo de uvas viniferas da variedade Cabernet
sauvignon. No entanto, Carneiro et al., (2020) reportaram que nos vinhos
brasileiros produzidos na Regido do Vale do Sao Francisco, apresentam maior teor

de quercetina, o 4acido vanilico e o 4dcido elagico.
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Os vinhos tintos no Brasil apresentam teores de compostos fendlicos entre
1041.63 ¢ 1958.78 mg GAE/L, e com valores de antocianinas entre 9.35 ¢ 237.31
mg L, (GRANATO et al., 2010) e em vinhos de paises como USA, Franca,
Espanha, Chile e Italia encontraram que a concentragcao de compostos fenolicos
varia entre 795 - 3448 mg GAE/L vinho e das antocianinas varia entre 301 e 682
mg L vinho (DI MAJO et al., 2008; KONDRASHOV et al., 2009; CHIRA et al.,
2011; FANZONE et al., 2012).

2.4. Biodisponibilidade dos compostos fendlicos

Os beneficios dos compostos fendlicos no organismo dependem da
biodisponibilidade deles no sistema digestivo e sistema circulatorio. A
biodisponibilidade ¢ a quantidade de nutriente que ¢ digerido, absorvido e
metabolizado no organismo. Nao obstante, depende de diferentes fatores que vao
contribuir ou diminuir o teor dos compostos. Os fatores ambientais podem ser as
condi¢des climaticas, o grau de maturacdo dos alimentos, os tipos de cultura,
assim como os fatores relacionados aos tipos de processamento dos alimentos, 0s
fatores intestinais (atividade enzimatica) e os fatores sistémicos; a interacdo dos
componentes com a matriz alimentar e, principalmente a estrutura quimica dos
compostos, pois se sdo compostos gliconados devem ser hidrolisados pelas
enzimas gastrointestinais que irao facilitar a absor¢cao (D'ARCHIVIO et al., 2010;

NEILSON, GOODRICH & FERRUZZI, 2017).

Depois da ingestdo mediante a mastigacdo e trituragdo dos alimentos, os
compostos fendlicos sao liberados da matriz alimentar, continuando no estdmago
e no intestino delgado pela a¢do das enzimas gastrointestinais, liberam os
compostos fendlicos, permitindo a difusdo através da camada superficial dos
enterécitos e disponibilizando para a absor¢do. Apresenta-se variagdo na
concentracdo dos compostos fendlicos, pois sao afetados pela degradacao das
enzimas, mudancas de pH, embora eles devem ser soltiveis para facilitar a difusao
através dos enterdcitos (Figura 8) (NEILSON, GOODRICH & FERRUZZI,
2017).

Os compostos fendlicos no organismo sdao considerados xenobidticos, ativando
o sistema de desintoxicag¢ao no figado, diminuindo a toxicidade e metabolizando-
os para que sejam excretados. O sistema de desintoxicacao consiste em trés fases
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de metabolismo. O metabolismo fase I, ocorre a hidroxilacdo dos compostos pela
atividade do citocromo P450 (CYP) (NEILSON, GOODRICH & FERRUZZI,
2017).

Figura 8. Processos digestivos e de absor¢do envolvidos na biodisponibilidade

dos compostos fenolicos.
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Fonte. Neilson, Goodrich & Ferruzzi (2017).

No metabolismo fase II, se da o processo de conjugacdo mediante a sulfatacao,
glucoconorizagdo e metilagdo num grupo hidroxila do xenobidticos. A
glucuronidagdo ¢ realizada pela acdo da uridina difosfato glucuronil-transferase
(UDPGT), a sulfatagdo pela acdo da sulfotransferase (SULT) ou fenol-
sulfotransferase (PST) e a O-metilagdo ¢ realizada por catecol O-metil transferase
(COMT) (Figura 9). Os produtos gerados sdo menos toxicos e podem ser

excretados na bile ou urina (NEILSON, GOODRICH & FERRUZZI, 2017).

O metabolismo fase III, os compostos fendlicos conjugados na fase II sao
transportados para a corrente sanguinea e para o figado, os compostos que nao
sdo absorvidos sdo excretados, no entanto, 0s compostos excretados podem ser
reabsorvidos pelos intestinos, acdo que ¢ denominada como reciclagem

enterohepatica (Figura 9) (NEILSON, GOODRICH & FERRUZZI, 2017).
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Figura 9. Esquema dos processos que afetam a biodisponibilidade sistémica e o

metabolismo dos fendis na dieta.
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Fonte. Neilson, Goodrich & Ferruzzi (2017).

2.5. Dislipidemia

A dislipidemia o hiperlipidemia ¢ produzida pelas altera¢des dos niveis dos
lipidios no sangue principalmente do colesterol, seu aumento favorece o
desenvolvimento da placa de ateroma no interior das artérias, o qual é uma das
principais causas da aterosclerose, doenca coronariana, doenga cerebrovascular

isquémica e doenga vascular periférica. (SOCA 2009; JAIN et al., 2007).

2.6. Classifica¢do de lipoproteinas

As lipoproteinas sdo compostas por lipidios e proteinas, denominadas
apoproteinas (apo), sua fun¢do ¢ transportar lipidios no plasma; tornar as
lipoproteinas soliiveis no plasma e, assim, agir como interface entre o plasma e os
componentes principais (JAIN et al., 2007). Sao divididas em classes, que se
diferenciam pelo tamanho, pela densidade e pela composicao tanto lipidica como
apoprotéica: Qm (quilomicrons), lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL), lipoproteinas de baixa densidade

(LDL), e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (FORTI & DIAMENT, 2006).
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O HDL, ¢ constituido por 50 % de apoproteinas (Al em maior quantidade, All,
Cl, CII, CIIL, E e J), 20 % de colesterol livre (CL) e de colesterol esterificado
(CE), 15 % de fosfolipides e 5 % de triglicérides (TG). Sua fungao principal € o
transporte reverso de colesterol, atua como antioxidante, anti-inflamatério,
antiagregante plaquetario, anticoagulante, pro-fibrinolitico e de protegdo

endotelial (FORTI & DIAMENT, 2006).

2.7. Colesterol

O colesterol apresenta diversas fun¢des no organismo, ¢ um componente da
membrana celular, € o precursor nas sinteses dos acidos biliares e ajuda como
precursor dos esteroides, incluindo hormdnios sexuais, glicocorticoides e
mineralocorticoides e na producgdo da vitamina D, a partir do 7-desidrocolesterol

(CHEN et al., 2011).

O metabolismo do colesterol ocorre por meio de dois processos importantes, a
via exdgena e a via enddgena. Na via exdgena, ¢ através da absor¢do intestinal, na
qual a lipase hidrolisa os ésteres de colesterol, facilitando a entrada do colesterol
na membrana plasmatica do enterdcito. Pela acdo da acil CoA-colesterol
aciltransferasa-2 (ACAT-2), esse colesterol ¢ reesterificado e ¢ incorporado aos
quilomicrons em associacdo com os triglicérides (TG) e a apoproteina B-48, para

serem secretado no sangue (BOIX & PICO 2005).

No figado ¢ realizada a sintese do colesterol pela via endogena (Figura 10), a
través do acetil coA e a ac¢ao da hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMG-
CoA), onde o colesterol formado € posteriormente liberado no plasma em forma
de VLDL e pela a¢@o da lipase forma-se o ILDL, esse ILDL pode ser captado
pelos receptores LRP do figado ou podem ser convertidos em LDL pela acao da
lipase hepatica. Os LDL s3ao captados pelos receptores LDL hepaticos ou
subministrados aos tecidos periféricos. Em quanto que o LDL oxidado ¢ captado
pelos receptores dos macrofagos, formando posteriormente as células espumosas
para dar origem a formagdo da placa de ateroma (BOIX & PICO, 2005).

Por tanto, para manter a homeostase entre a via enddgena e a via exdgena, a
atividade da HMG-CoA aumenta o diminui, quando o nivel do colesterol ¢ baixo,

sua atividade aumenta, em quanto que sua atividade ¢ inibida quando o colesterol
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proveniente do intestino € maior, reduzindo dessa maneira a sintese do colesterol

hepatico.
Figura 10. Sinteses de colesterol endogeno.
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Fonte. Zarate et al., (2016).

2.8.Ateroscleroses

A aterosclerose ¢ a denominagdo do processo cronico fisiopatologico,
caraterizado pela agregacdo de colesterol, infiltragdo de macrofagos e proliferacao
de células musculares lisas (SMCs), levando a formagao de trombos (LEIVA et
al., 2015). A progressao da aterogenese ocorre em diferentes fases em condigdes
hipercolesterolémicas ou em reagdes inflamatérias na auséncia da

hipercolesterolemia. A primeira fase, ocorre com a acumulagdo e oxidagdo do

26



LDL (LDLox) na tinica intima, provocando a deformacao das células endoteliais,
além disso, a inflamag¢do na parede do vaso, induz a expressao das moléculas de
adesdo celular (ICAM-1), moléculas de adesdao de células vasculares, selectinas,
integrinas e outros, e a produgdo e liberagdo de citocinas pré-inflamatorias e
quimiocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a), interferons (IFNs),
proteina quimioatraente de mondcitos-1, fator-1 derivado de células estromais,
proteina-1 inflamatoria de macrofagos e outros (Figura 12A) (KIERSZENBAUM,
2012; SIMIONESCU & SIMA 2012; WONG et al., 2012).

Na etapa dois (Figura 12B), o LDL induz o processo inflamatorio ao estimular
as cé¢lulas endoteliais a liberar as proteinas quimiotaticas para facilitar a entrada
dos monocitos na intima do vaso sanguineo por médio da diapedese, convertendo-
se em macréfagos. (KIERSZENBAUM, 2012; SIMIONESCU & SIMA 2012;
WONG et al., 2012). De igual maneira, a camada intima se expande, juntamente
com mudangas na composicao da matriz extracelular, incluindo proteoglicanos
ricos em glicosaminoglicanos que tém alta afinidade para a apolipoproteina B. Na
etapa trés, os macrofagos sdo os encargados de coletar o LDLox, transformando-
se em células espumosas como resultado da absor¢do do colesterol; nessa etapa
também comec¢a a formagdo da placa fibrosa devido a entrada das células
musculares lisas na tinica intima (Figura 12C) (WONG et al., 2012). Na etapa
quatro, a acumulacdo do colesterol induz o processo apoptético das células
espumosas, resultando na formacao dos cristais de colesterol, que podem ser
encontrados dentro do nucleo necrético rico em lipidios, mas também em areas
subendoteliais intra e extracelularmente (Figura 12D). Na formagdo dos cristais
de colesterol pode resultar em expansdes de volume que levam a ruptura da placa

(WONG et al., 2012).
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Figura 11. Progressao da aterosclerose e formagdo da placa de ateroma
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A. Etapa 1. Acumulagdo de lipoproteinas na tiinica intima. B. Etapa 2. Quimiotaxia de mondcitos
em resposta as LDL oxidada e deformacdo da tinica intima. C. Etapa 3. Formagao de células
espumosas. D. Etapa 4. Formacdo de cristais de colesterol ¢ liberacao de contetido intracelular e
expansdo do nucleo necrético devido a morte de macrofagos.

Fonte. WONG et al., (2012).

2.9. Doenga hepatica gordurosa nio alcodlica (DHGNA)

A DHGNA ¢ denominada para as alteragdes histopatologicas do figado,
caracteriza-se pela deposicdo do colesterol nos hepatocitos e ativagao dos
mecanismos determinantes nas alteracdes necro-inflamatorias e fibréticas, que
podem direcionar a esteatose hepatica simple ou esteatose hepatica com o sem
fibrose (NASH) que pode progredir a cirrose e até carcinoma hepatocelular

(Figura 12) (ARAB et al., 2018; ARGUELLO et al., 2015).

O desenvolvimento da NAFLD esta relacionado com a sindrome metabolica, a
obesidade, fatores genéticos e epigenéticos, resisténcia a insulina, diabetes
mellitus tipo 2 e dislipidemia, sendo atualmente reconhecida por ser a doenca
hepatica que mais afeta a populacdo em uma faixa de 25 -30 % da populagao
mundial (ARGUELLO et al., 2015), pois os estilos de vida sedentario e a
obesidade tém se tornado fatores importantes para desenvolver esse tipo de

doenga.
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Figura 12. Evolucdo da doenca hepatica gordurosa nao alcoodlica (DHGNA)
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Fonte. ARAB et al., (2018).

O consumo de alimentos ricos em lipidios, junto com os fatores genéticos,
influencia no actmulo de lipidios no tecido hepatico, favorecendo o
desenvolvimento da esteatose. O influxo excessivo de acidos graxos, que induz a
peroxidagdo lipidica e a lipotoxicidade, sobrecarregando a mitocondria com
produtos oxidados, principalmente EROS, ativando os mediadores pro
apoptoticos (JNK, NF-kB), assim também, as células kupffer liberam os
mediadores pro inflamatorios (IL-6, IL-8, TNFa) e as células estreladas
promovem a fibrogénese, a continuacdo dessas agdes ajudam na progressao da
NASH e que posteriormente pode desenvolver até carcinoma hepatocelular

(Figura 13) (ARAB et al., 2018; ARGUELLO et al., 2015).
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Figura 13. Doenga hepética gordurosa ndo alcodlica (NAFLD)

Adipose tissue - - Genetics ‘
S R High-fructose
S 4 corn syrup

Bile acids
FXR

PPARy
; HSC activation TGF-B
PDGF.
L-1g

Kupffer cell

: Dysbiosis/EtOH production
W = flbrogenests Altered intestinal
= permeability ‘
A. Figado normal. B. Esteatose isolada. C. NASH. D. Cirrose.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos do consumo de vinho tinto Cabernet Sauvignon com e sem
alcool no dano hepatico e na formagdo da placa de aterosclerose em coelhos de

raca Nova Zelandia com hipercolesterolemia induzida.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar os perfis lipidicos do plasma sanguineo e os biomarcadores de

estresse oxidativo no tecido hepatico e aortico dos coelhos avaliados;

e Determinar os efeitos das diferentes doses de alcool de vinho tinto e da

sinvastatina nos tecidos do figado, e na formacao da placa aterosclerdtica;

e Avaliar histolégica e morfologicamente os efeitos causados pelas diferentes
concentragdes de alcool do vinho tinto no figado e na aorta toracica dos coelhos

alimentados com dieta hipercolesterolémica.
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ARTIGO I. AVALIACAO DO EFEITO DO CONSUMO DO VINHO TINTO
Cabernet Sauvignon COM E SEM ALCOOL NA AORTA DE COELHOS
HIPERCOLESTEROLEMICOS DA RACA NOVA ZELANDIA

38



Resumo

O consumo do vinho tinto tem aumentado nos ultimos anos devido aos
beneficios que apresenta a saude, principalmente na redugcdo de doengas
cardiovasculares. No entanto, ainda nao esta claro se o beneficio do vinho tinto é
pelo teor dos compostos bioativos ou ao teor alcodlico. O objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito ateroprotetor do vinho tinto Cabernet sauvignon, em diferentes
dosagens de alcool (13 %, 8 % e 4 %) e vinho tinto sem alcool em coelhos
hipercolesterolémicos. Foram utilizados 30 coelhos machos da raca Nova
Zelandia, divididos em seis grupos que receberam: racdo hipercolesterolémica;
ragio hipercolesterolémica + 0,3 mg de sinvastatina-kg-dia”'; racio
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; ragdo hipercolesterolémica + 6 mL
vinho tinto 8 %; racdao hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; ragdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem &4lcool. Foram determinados os
niveis plasmaticos de colesterol total (Ct), colesterol LDL (LDL-c), colesterol
HDL (HDL-c), triglicérides (TG) e, no tecido adrtico foram avaliados os
biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e proteinas carboniladas) e as enzimas
antioxidantes SOD, CAT e GST. As analises histologicas foram realizadas no
tecido da aorta toracica, identificando a formagdo da placa aterosclerdtica. Os
resultados mostraram que o fornecimento da dieta hipercolesterolémica e o vinho
tinto, aumentaram os niveis plasmaticos de Ct, LDL-c, sem afetar os niveis de
HDL-c. Foi demostrado pela primeira vez que o consumo de vinho tinto 13 % e 8
% aumentaram os niveis da atividade da GST, atenuando a peroxidag¢ao lipidica
no tecido aortico e foi evidenciado, nos cortes histologicos, que tanto o vinho tinto
com e sem alcool favoreceram a reducao da formagao da placa de ateroma nos
coelhos hipercolesterolémicos, obtendo resultados tdo eficiente quanto o

reportado para a sinvastatina.

Palavras-chave: Vinho tinto; vinho tinto sem alcool; estresse oxidativo; proteina

carbonilada; aorta.
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Highlights

e O consumo do vinho tinto com 13 % e com 8 % de alcool elevou a atividade
da enzima GST em coelhos hipercolesterolémicos.

e Os vinhos tintos com e sem alcool atenuaram a produgdo de proteinas
carboniladas em coelhos hipercolesterolémicos.

¢ O vinho tinto atenuou a progressao da placa de ateroma.

e Os efeitos benéficos do vinho tinto, podem estar relacionados a agdo conjunta

entre o alcool e os fendlicos presentes.
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatoria cronica, caraterizada pelo acumulo
de lipidios e células inflamatorias na tunica intima da aorta, que culmina com a
formagao da placa de ateroma (LEIVA et al., 2015; VILAHUR; BADIMON,
2013), a qual ¢ considerada atualmente como a principal causa das doengas
cardiovasculares, incluindo a cardiopatia coronaria, doengas cerebrovasculares e
tromboses, que segundo a Organizagdo Mundial da Satde, no ano 2017,
aproximadamente 17,7 milhdes de pessoas morreram devido a doencas
cardiovasculares (DCV) (WHO, 2019).

A hipercolesterolemia ¢ o aumento excessivo do colesterol principalmente das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) no plasma sanguineo, que junto com o
estresse oxidativo gerado pelo excesso de radicais livres no organismo estdo
relacionados com o desenvolvimento da aterosclerose, pois participam da
oxidacdo do LDL-c gerando a formacao da placa de ateroma (LEIVA et al., 2015).

As estatinas sao farmacos utilizados para reduzir os niveis plasmaticos de
colesterol, mediante a inibigdo da enzima 3-hidroxi-3-methyl-glutaril-CoA
redutase (HMG CoA redutase). Porém, tem-se evidenciado efeitos secundarios no
seu consumo, como desenvolvimento de doengas como miopatias,
hepatotoxicidade, rabdomiolise e problemas neurocognitivos (THOMPSON et al.,
2016; WARD; WATTS; ECKEL, 2019). Da mesma maneira tem-se procurado
alternativas diferentes aos medicamentos que favorecam a saude.

O consumo do vinho tinto poderia ser uma alternativa para diminuir o risco de
apresentar uma doenca cardiovascular, pois a partir do reportado pelo paradoxo
francés, que indica que o consumo moderado de vinho tinto favorece nos baixos
indices de mortes relacionados com doengas coronarias nos franceses apesar de
ter uma dieta rica em lipidios (RENAUD & DE LORGERIL, 1992).

Os beneficios do vinho tinto estdo relacionados com o alto teor de compostos
bioativos como os acidos hidroxicinamicos e os flavonoides (HASEEB;
ALEXANDER; BARANCHUK, 2017). No entanto, ainda ndo esta claro se as
vantagens do seu consumo sdo resultado da presenca do etanol, dos compostos
fenolicos ou da acdo conjunta deles. Noguer et al., (2012) reportou que os
beneficios do vinho tinto sao devido ao teor de compostos fendlicos presentes, da

mesma forma o Serafini; Maiani; Ferro-Luzzi, (1998) reportaram que o vinho tinto
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sem alcool aumentou a capacidade antioxidante no plasma depois de 50 minutos
de ingestdo. Nao obstante, outros estudos demostraram que o consumo de vinho
tinto aumentou a capacidade antioxidante no plasma sanguineo (SCHRIEKS et
al., 2013), e Arendt et al., (2005) encontrou que o consumo de vinho tinto e o
vinho tinto sem alcool, aumentaram o acimulo de compostos fenodlicos sem afetar
a capacidade antioxidante no plasma sanguineo.

Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do vinho tinto Cabernet
sauvignon tem diferentes porcentagens de alcool, do vinho tinto sem alcool e da
sinvastatina na alteracdo dos parametros bioquimicos, marcadores bioquimicos do
estresse oxidativo e histoloégicos do tecido adrtico em coelhos

hipercolesterolémicos.

2. Material e métodos

2.1. Amostras do vinho tinto

Foi utilizado o vinho Cabernet Sauvignon tinto chileno (2017), com 13 % de
alcool, adquirido em Vigosa-MG. Para obter as diferentes dosagens do 4lcool no
vinho tinto, realizou-se a evaporacdo a vacuo no rotaevaporador (IKA RV 8), a
uma temperatura de 40 °C. Por meio da densitometria verificou-se a obtencao das

porcentagens de 8 %, 4 % e 0% de alcool.

2.2. Determinacio de compostos fendlicos

Segundo a metodologia descrita por (SINGLENTON & ROSSI, 1965), foram
determinados os compostos fendlicos presentes no vinho tinto nas diferentes
concentragdes de alcool (13 %, 8 % ¢ 4 %) e no vinho sem alcool. Mediante a
utilizacdo do reagente Folin Ciocalteu, foi lida a absorbancia a 760 nm no
espectrofotdometro BEL UV-M51 UV-VISIVEL (BEL Photonics). A analise foi
realizada em triplicata, e os resultados foram expressos em miligramas

equivalentes de 4acido galico (mg EAG. 100 mL™).
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2.3. Determinac¢ao de antocianinas totais

As antocianinas totais foram determinadas por meio da metodologia de pH
unico, descrito por LEES & FRANCIS (1972), utilizando-se etanol: HCI 1,5 mol
L-1 (85:15) v/v e se realizou a leitura no espectrofotometro BEL UV-M51 UV-
VISIVEL (BEL Photonics) em comprimento de onda de 535 nm. A analise foi
realizada em triplicata, e a quantificagdo das antocianinas totais foi determinada

pela seguinte equagao:
A= glem*b*C (1)
Em que:
A - Absorbancia em 535 nm
Elcm - Coeficiente de absortividade malvidina (29500 Lem!g™)
C - Concentracdo (g L)
b - caminho optico (1 cm)

Os resultados foram expressos em mg de malvidina por 150 mL de vinho.

2.4. Determinacio da capacidade antioxidante

O potencial antioxidante do vinho tinto foi determinado pelo método de
estabilizacdo do radical ABTS no comprimento de onda de 734 nm em
espectrofotometro BEL UV-M51 UV-VISIVEL (BEL Photonics), segundo o
descrito por Re et al., (1999). Os resultados foram expressos em uM equivalente

de Trolox por 150 mL vinho.

2.5. Ensaio biolégico

2.5.1. Animais e dieta

O trabalho foi realizado segundo as exigéncias éticas da Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de laboratorio e aprovado pela Comissao de
Etica no uso de animais da Universidade Federal de Vigosa (protocolo 42/2018 -

CEUA/UFV). Foram adquiridos do setor da cunicultura do Departamento de
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Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, 30 coelhos machos albinos, de raca
Nova Zelandia, entre 100 e 120 dias de vida e peso aproximado de 2,5 Kg. Os
coelhos foram acondicionados em gaiolas individuais (45 x 52 x 60 cm),
permanecendo em periodo de adaptacdo durante uma semana, mantidos em
ambiente com controle de temperatura e umidade e com ciclos de luz/escuros por
um periodo de 12 horas, e recebendo diariamente 120 g de ragdo comercial para
coelhos (Presence) e agua ad libitum.

Apo6s o periodo de adaptacdo, os coelhos foram divididos aleatoriamente em 6

grupos (n=5), recebendo diariamente a seguinte dieta:

Tabela 1. Tratamento dos animais experimentais.

Grupos Tratamentos
Grupo controle
Ragdo hipercolesterolémica 0,5 % (120 g) (RH)
positivo (G1)
Grupo 2 (G2) RH + 0,3 mg de sinvastatina- Kg- Dia™!
Grupo 3 (G3) RH + 6 mL vinho tinto (13 %)
Grupo 4 (G4) RH + 6 mL vinho tinto (8 %)
Grupo 5 (G5) RH + 6 mL vinho tinto (4 %)
Grupo 6 (G6) RH + 6 mL vinho tinto sem alcool

Fuente. Alviarez, 2019.

A dieta hipercolesterolémica foi fornecida diariamente por um periodo de 30
dias e as doses do vinho tinto e a sinvastatina, foram calculadas segundo a doses
recomendada para uma pessoa de 70 kg, sendo que a dose recomendada de vinho
tinto ¢ de 150 mL (DI CASTELNUOVO et al., 2002) e da sinvastatina ¢ 10 mg.
Essas dosagens do vinho tinto e da sinvastatina foram administradas por gavagem
oral. A racdo hipercolesterolémica foi produzida pelo enriquecimento de ragdo
comercial padrdo (Presence, Brasil) com 0,5 % de colesterol cristalino (m-m-)
(Sigma-Aldrich, USA). Para facilitar a gavagem aos animais, uma solugdo de

sinvastatina foi preparada em farmacia de manipulacao.

2.5.2. Coleta de sangue e tecido

Realizaram-se trés coletas do sangue (3 mL aproximadamente) na veia

marginal da orelha nos tempos 0, 15 e 30 dias de experimento, apos de 12 horas
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de jejum. As amostras foram centrifugadas a 148 RCF por 15 minutos para
obtencdo do plasma e armazenadas a -80 °C até a realizacdo das andlises
bioquimicas. Aos trinta dias, realizou-se a eutanasia dos coelhos com o uso de
relaxante muscular xilazina (10 mg/kg) e quetamina (50 mg/kg) e com o uso de
anestesia geral barbitlrica com tiopental sddico (3 mg/kg), por via intramuscular,
sendo entdo realizada a exsanguinagdo (pungao cardiaca). Os fragmentos de aorta
toracica foram coletados e colocados em solugdo fixadora de paraformaldeido (4
%) para realizacdo das analises histopatoldgicas e outro fragmento da aorta foram
congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C para realizar as andlises

antioxidantes.

2.5.3. Analises do plasma sanguineo

As concentragdes plasmaticas de colesterol total (Ct), lipoproteina de alta
densidade (HDL-c) e triglicérides (TG) foram determinadas utilizando kits
comerciais (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) em analisador automético (BS 200)
(Mindray, Shenzhen, China). A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi
calculada pela equacao Friedwald (SPOSITO et al., 2007).

2.6. Biomarcadores de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica

As amostras da aorta congeladas em nitrogénio liquido, foram utilizadas para
a preparagao dos homogenatos, na propor¢cao de 150 mg de tecido por 1 mL de
solugdio tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol-L™), sendo homogeneizados (MA102/
Mini, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) e posteriormente centrifugados a 12000 x
g,a4 °C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado nas analises,
que foram realizadas em duplicata. A concentracdo de proteina total no tecido

aortico foi determinada usando o método de (LOWRY et al., 1951).

2.6.1. Ensaio da atividade superoxido dismutase (SOD)

Foi realizado segundo a metodologia de Madesh e Balasubramanian (1998)
com modificagdes. Foram utilizados 30 pL do homogeneizado das amostras da

aorta, 99 pL de tampdo fosfato de potassio (0,2 ml-L!, pH7,0), 6 uL de MTT (3-
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(4-5 dimethyl thiazol 2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide)) (1,5 mol-L") e 15
uL de pirogalol. Posteriormente essa mistura foi incubada a 37 °C durante 10
minutos ¢ a reacao foi finalizada adicionando-se 150 pL. de dimetil sulféxido
(DMSO). A leitura realizou-se em espectrofotometro (BEL UV-M51 UV-
VISIVEL (BEL Photonics) no comprimento de onda a 570 nm sendo os resultados

expressos em U SOD-mg proteina™.

2.6.2. Atividade da catalase (CAT)

Foram utilizados 10 pL. de homogenato da aorta, com 1 mL de H>O (10
mmol-L") em tampao fosfato de potassio (0,2 moleL"!, pH 7,0). Posteriormente,
foi observada em espectrofotometro a reducao da absorbancia no comprimento de
onda de 240 nm, durante 60 segundos, sendo os resultados expressos em U CATe

mg proteina” (AEBI, 1984).

2.6.3. Atividade da glutationa-s-transferase (GST)

Realizado segundo a metodologia de Habig, Pabst & Jakoby (1974). Para
isto, foi preparado o meio de reagio com 700 pL de tampdo fosfato (0,2 molsL!,
pH 7,0), 10 uL de CDNB (1-cloro-dinitro-benzeno, 1 mmolsL"), 10 uL de GSH
(glutationa reduzida, 1 mmoleL™'), sendo posteriormente adicionado 10 pL do
homogenato da aorta. A reacdo foi observada em comprimento de onda 340 nm e

os resultados foram expressos em pmoleg lemin™.

2.6.4. Peroxidacao lipidica pelo ensaio de TBARS (substancias reativas do

acido tiobarbiturico)

Segundo a metodologia de Wallin et al. (1993), 0,2 mL da amostra
homogeneizada da aorta foi colocado com 0,4 mL da solu¢do de trabalho (TCA,
acido tricloroacético 15 %, TBA, acido tiobarbiturico 0,375 % e acido cloridrico
0,25 mol'L"), sendo posteriormente aquecida a 90 °C durante 40 minutos. A
seguir, as amostras passaram por banho de gelo durante 10 minutos e foram
centrifugadas a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi lido na

absorbancia de 532 nm em microplacas de 96 pocos. A quantificagdo do TBARS
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se realizou mediante a interpolacdo da curva padrao com malondialdeido (MDA)

e os resultados foram expressos em nmol MDA+mg tecido™'.
2.6.5. Proteina carbonilada

O pellet do homogenato da aorta, foi ressuspendido em TCA (10%) em
duas etapas de 500 pL cada, utilizando vortex para agitar. A solugdo foi dividida
em 2 tubos eppendorf (um para amostra e outro para o branco) e centrifugada a
3000 rpm durante 10 minutos a 15°C. Ap6s o descarte do foi adicionado 500 pL
DNPH (0,01 nmol) para a amostra ¢ 500 uL HCI (2 mol L) para o branco.
Posteriormente, foram agitados no vortex e incubados no escuro a temperatura
ambiente, agitando novamente aos 15 minutos e aos 30 minutos. Apos os 30
minutos, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos a 15 °C
e o sobrenadante descartado. Foram realizadas 3 lavagens consecutivas, com 1
mL de acetato de etila e etanol (1:1), agitando em vortex, centrifugando a 3000
rpm durante 10 minutos a 15 °C, descartando o sobrenadante. Posteriormente foi
adicionado 1 mL SDS (6 %) a cada tubo de eppendorf, centrifugado a 6000 rpm
durante 10 minutos a 15 °C. Foram pipetados 200 uL do sobrenadante na placa da

amostra ¢ do branco da amostra ¢ a leitura feita a 370 nm (LEVINE et al., 1990).

2.7.Avaliacao histologica da aorta

2.7.1. Inclusao em resina

Os fragmentos de aorta foram fixados em solug¢do de paraformaldeido (4
%) durante 24 horas e posteriormente transferidos para alcool 70 %. Para a
inclusdo em resina, os fragmentos adrticos foram desidratados em solugdes
crescentes de etanol (80 %, 90 %, 95 % e 100 %), com trocas cada 30 minutos,
realizando-se a inclusdo em glicolmetacrilato (Historesin®, Leica). Foram obtidos
cortes histoldgicos semi-seriados com intervalo de 15 um, com 3 pm de espessura
utilizando o micrétomo rotativo (Leica) e navalhas de vidro. As preparacdes foram
coradas com azul de toluidina/borato de sd6dio 1 % (m/v) e montadas com
Entellan® sendo as imagens obtidas pelo uso do microscopio estereoscopio

(Olympus, BX-53, Téquio, Japao), numa objetiva de 1X e aumento de 2.5.
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2.7.2. Morfometria da aorta

O estudo morfométrico foi conduzido para medir, nos cortes histoldgicos
das aortas, as areas das placas de ateroma formadas no vaso, foram determinadas
mediante a contagem de pontos sobre a placa de ateroma. As andlises foram
realizadas com auxilio do programa de anélises de imagens Image Pro Plus 4.0

(Media Cybernetcs, Rockville, EUA).

2.8. Analise estatistica

Para a atividade antioxidante, cada replicata foi analisada individualmente e os
dados foram registrados como a média de trés determinagdes (n=3X3) DP
(n=3X3) pelo teste de Tukey foram comparadas as médias entre as diferentes

concentragdes dos vinhos tinto utilizados (p<0,05).

No ensaio animal, apds dos testes de normalidade foi realizado a andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK) para
comparacao das medias entre os grupos experimentais. Todos os resultados foram
expressos em média + desvio padrao (DP). O nivel de significancia considerado

foi de p<0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Compostos fenoélicos

Na tabela 2, sdo mostrados os valores da determinagdo de compostos
fendlicos, antocianinas e potencial antioxidante pelo método de ABTS. A
dosagem de vinho tinto 4 % foi significativamente menor no valor do total dos
compostos fenolicos entre as demais dosagens de alcool; enquanto o vinho tinto
sem alcool foi superior no valor das antocianinas totais. Nao foi encontrado

diferenca significativa da capacidade antioxidante pelo ABTS.
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Tabela 2. Teor de compostos fendlicos, antocianinas e capacidade antioxidante

no vinho tinto nas diferentes dosagens de alcool 13 %, 8 %, 4 % e sem alcool.

Fenolicos Totais Antocianinas Totais Potencial Antioxidante
(Mg EAG - 150 (Mg Malvidina - 150 pelo ABTS
mL™) mL™") (M ET - 150 mL™")
Vinho tinto 13 % 370,84+9,45 @ 59,34+1,12 2 1916,24+5,31 2
Vinho tinto 8 % 369,55+23,74 2 65,56+3,92° 2045,25+0,22 @
Vinho tinto 4 % 356,40+14,30 ® 69,13+3,80 b° 2589+7,47 @

Vinho sem dlcool ‘ 406,29+10,82 % 73,62+0,1 ¢ 2478+1,92 ¢

Dados s@o expressos como a médiat+ desvio padrdo (n=3). Medias na mesma coluna com letras
diferentes difere significativamente pelo teste SNK (p<0.05). EAG. Equivalente de 4cido galico.
uM ET. Micromol equivalente de trolox.

Fonte. Alviarez, 2019.

3.2. Plasma sanguineo

Ao comegar o experimento todos os grupos apresentaram valores similares de
CT, HDL-C, LDL-c e TG (tabela 1). Apos iniciado o fornecimento da dieta
hipercolesterolémica, a concentragdo plasmatica dos parametros avaliados
aumentou com exce¢do do HDL-c. No entanto, ndo foram observadas diferengas

significativas entre os tratamentos e o grupo controle.

Com a avaliagdo desses parametros ao longo do tempo, foi evidenciado que o
CT, LDL-c e TG aumentaram em todos os grupos apos 15 dias de experimento.
O valor do HDL-c foi constante durante todo o experimento nos grupos avaliados
a excec¢do do grupo G2 que apresentou diminuicdo ao final do experimento

comparado com o valor inicial.
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Tabela 1. Concentragdes plasmaticas de Colesterol total, colesterol LDL-C, colesterol HDL-C e triglicérides.

Tempo
(dias)

Pardmetros

G1

G2

G3

G4

G5

G6

0
Colesterol

15
total

30

0

HDL 15
30

0

LDL 15
30

0

Triglicérides 15

30

68,60+19,20%A
885,60+292,49 2B
1114,004+285,98 2B
34,00+10,88%A
24,80+9,96 24
28,40+13,964
24,80+18,03 %A
795,60 +253,268
1008,40+257,09 2B
49,00+14,392A

328,00+216,20%8
386,00+237,20 B

60,60+11,89%
1075,20+210,90 2B
1106,80+270,70 2B
32,80+5,76%4A
19,20+5,46 2B
16,47+11,41 28
19,04+9,59 34
945,12+154,21 8
988,16+233,5028
43,80+22,132A

554,40+375,71 8
510,80+290,30°®

63,004,644
950,80+89,02 B
1060,40+165,06 2B
29,20+5,26%A
14,40+13,742A
18,33+13,672A
24,96+6,95 2A
868,40+67,88 2B
957,05+163,1028
44,20+11,372A

340,00+134,10B
448,40+120,10%8

58,80+17,41%4
946,0+328,54 2B
891,20+641,4 28
27,60+7,0234
19,20+9,44 2A
22,00+10,202A
18,12+9,8534
856,16+301,16 28
786,48+556,91 28
65,404+26,38 A

353,20£185,05 A
413,60+433,08 24

65,00+17,822A
951,20+162,39 28
1100,00+181,60 28
34,40+6,66 34
24,40+9,21 34
24,40+8,53 34
22,20+13,69 *A
848,08+147,03 2B
964,32+138,36 8
42,00+12,102A

393,60+193,50 2B
556,40+290,10 B

66,60+13,3724
1128,00+484,62 2B
1075,60+191,73 2B
30,00+6,74 34
26,80 +8,56%4
22,00+2,0034
26,08+11,9224
1003,924+393,002B
985,60+207,50 28
52,604+22,052A

486,40+4633,31 8
340,00+148,47 8

G1. Ragdo hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina: kg- dia™'; G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. ragdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; GS5. rag@o hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. racdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante
30 dias. Os dados sdo expressos como a média+ desvio padrdo (n=5). Medias com letras minusculas diferentes na linha difere significativamente e letras maiusculas diferentes

na coluna mostra diferenga estatistica ao longo do tempo em um mesmo grupo, pelo teste SNK (p<0,05).

Fuente. Alviarez, 2019.
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3.3. Biomarcadores de estresse oxidativo e peroxidaciao

A ragdo hipercolesterolémica durante 30 dias nos coelhos avaliados ndo alterou as
atividades dos sistemas antioxidantes endogenas SOD e CAT (figura 1A e 1B), porém
a atividade da enzima GST aumentou nos grupos que foram fornecidos com o vinho
tinto 8 e 13 % em relagdo ao controle (figura 1C).

A concentragdo de MDA aumentou nos animais que receberam o vinho tinto sem
alcool (G6) em relagdo aos animais que receberam a sinvastatina (G2) e o vinho tinto (8
%) (G4) (figura 1D). A producao de proteina carbonilada foi reduzida nos grupos que
receberam vinho tinto com 13 % e 4 %, o vinho tinto sem alcool e a sinvastatina

comparado com o grupo controle (figura 1E).

Figura 1. Biomarcadores do estresse oxidativo e peroxidagdo lipidica em coelhos

alimentados com racao hipercolesterolémica.
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G1. Ragdo hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg- dia™'; G3.
racdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. ragao hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto
8 %; G5. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL
vinho tinto sem alcool, durante 30 dias. Os dados s@o expressos como a médiat desvio padrdo (n=5).
Letras diferentes na linha difere significativamente pelo teste SNK (p<0,05).

Fonte. Alviarez, 2019.
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3.4. Avaliacao histolégica da aorta

As microfotografias dos cortes histoldgicos da aorta evidenciaram-se a formagao da
placa ateromatosa nos animais alimentados com a dieta hipercolesterolémica (figura 2).
O grupo GI apresentou formagdo da placa ateromatosa em toda a cavidade adrtica
(figura 2A); foi observado que o consumo do vinho tinto com e sem alcool foram
eficientes quanto a sinvastatina na capacidade de reduzir a progressao da formagao da

placa de ateroma (figuras 2B-2F).
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Figura 2. Fotomicrografias dos cortes histologicos do tecido adrtico de coelhos alimentados com ragdo hipercolesterolémica, sinvastatina, vinho

tinto 13 %, 8 %, 4 % de alcool e vinho tinto evaporado.
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Coloragio azul de toluidina-borato de sédio. A= G1. Ragdo hipercolesterolémica; B= G2. ra¢io hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg- dia™'; C= G3. ragdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; D= G4. ra¢do hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; E= G5. ra¢do hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; F=G6.
ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante 30 dias.
Fonte. Alviarez, 2019.
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Foi evidenciado que o consumo durante 30 dias de vinho tinto com e sem alcool
evitaram a progressao da placa de ateroma nos coelhos hipercolesterolémicos o
que pode ser evidenciado na Figura 3. A area da lesdo aterosclerética foi
significativamente menor nos grupos G2, G3, G4, G5 e G6 que a observada no

G1, obtendo redugdo de respetivamente de 86, 86, 66, 39 e 86 % (Figura 3).

Figura 3. Area de lesdo aterosclerdtica em coelhos alimentados com ragao

hipercolesterolémica. G1. Ragdo hipercolesterolémica
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G1. Ragdo hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg- dia™';
G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. rago hipercolesterolémica + 6 mL
vinho tinto 8 %; GS5. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. ragdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante 30 dias. Os dados sdo expressos como
a médiat desvio padrio (n=5). Letras diferentes na coluna difere significativamente pelo teste
SNK (p=0,05).

Fonte. Alviarez, 2019.

4. DISCUSSAO

A avaliagdao dos compostos fendlicos e a capacidade antioxidante do vinho
tinto com e sem alcool, permitiu verificar que o vinho tinto 4 % apresentou menor
teor de fenolicos totais e ndo houve diferenga significativa da capacidade
antioxidante nas diferentes dosagens do alcool no vinho tinto. Os valores
encontrados para compostos fendlicos € antocianinas totais foram semelhantes aos
obtidos por Di Majo et al., 2008, Granato et a., (2010) e Mihailovic-Stanojevic et
al.( 2016). Os principais compostos fendlicos presentes no vinho tinto sdo os
flavonoides que inclui as antocianinas, os flavonols e os flavan-3-ols e os ndo

flavonoides que inclui os acidos hidroxicinamicos, acidos benzoicos, taninos
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hidrolisdvel e  estilbenos  (resveratrol) (HASEEB; ALEXANDER;
BARANCHUK, 2017; MIHAILOVIC-STANOJEVIC et al., 2016). E conhecido
que o teor dos compostos fenolicos do vinho tinto € variavel, pois depende desde
a escolha do tipo de uva, as condi¢des ambientais, do processo de elaboracdao do
vinho, que ¢ o que determina a extracdo dos compostos fenolicos (CHEYNIER,
20006).
Varios estudos tem reportado que o consumo de alimentos ricos em compostos
fenolicos traz beneficios na saude, tem verificado que o suco pode inibir a
agregacdo plaquetaria, reduzir o colesterol no plasma sanguineo e reduz o
desenvolvimento da placa de ateroma (SHANMUGANAYAGAM et al. 2007).
Apo6s da determinacao dos compostos fenolicos e a capacidade antioxidante
do vinho tinto com e sem alcool, se deu inicio ao fornecimento da dieta
hipercolesterolémica e as diferentes dosagens do vinho tinto com e sem alcool aos
coelhos durante 30 dias.

Apo6s o fornecimento da dieta hipercolesterolémica, foi observado que
aumentaram os parametros sanguineos de Ct, LDL-c, e TAG em todos os grupos
avaliados apos de 15 dias de experimento, sendo que os niveis plasmaticos de Ct
aumentaram até 18 vezes aos 30 dias de experimento. Ndo se encontraram
alteragdes destes parametros pelo consumo do vinho tinto com e sem alcool.
Estudos anteriores tém relatado que em coelhos alimentados com dieta
hipercolesterolémica, o teor de colesterol no plasma sanguineo aumenta até 37
vezes no primeiro més e 43 vezes depois de quatro meses, sendo encontrado
principalmente o LDL-c (MAHFOUZ; KUMMEROW, 2000) sendo considerado
o coelho o melhor modelo animal experimental para avaliar a aterosclerose.

Os resultados obtidos sdo similares ao trabalho de Wang et al. (2002) avaliaram
o efeito do resveratrol, vinho tinto com e sem alcool em coelhos
hipercolesterolémicos e ndo encontraram diferenga significativa entre os animais
tratados e o grupo que foi alimentado com colesterol. De igual maneira, Wang et
al. (2005), que avaliaram o efeito do vinho tinto com e sem alcool em coelhos
hipercolesterolémicos e encontraram que os niveis de colesterol plasmatico nao
tiveram varia¢do, mas os animais que receberam o vinho tinto com e sem alcool
apresentaram valores menores de colesterol total e LDL-c no plasma sanguineo
quando comparados com o grupo hipercolesterolémico. Embora, no trabalho de

Mihailovic-stanojevic et al., (2016), avaliaram o consumo do vinho tinto com e
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sem alcool em ratos hipertensos e, observaram que no vinho tinto com alcool
aumentou a concentragdo de colesterol total, triglicérides e, no vinho tinto sem
alcool esses parametros ndo foram afetados.

No presente trabalho o LDL-c aumentou até quase 50 vezes em todos os grupos
aos 30 dias ap0s o inicio do fornecimento de colesterol, comparado com os valores
iniciais, sem encontrar diferengas entre os grupos ao final do experimento. O
aumento dos valores do LDL ¢ a consequéncia da alimentacdo com dieta
hipercolesterolémica, em que os animais sdo muito susceptiveis ao aumento de
colesterol e peroxidagdo lipidica no figado e plasma sanguineo. Os produtos
formados sdao os oxiesterois, compostos de 27 carbonos, conhecidos por ser
agentes pro oxidantes e pro inflamatorios, e acredita-se que sdo causadores de
doengas como aterosclerose, doengas neurodegenerativas, esteatose alcoolica e
ndo alcodlica, esteato-hepatite e inflamacdo intestinal (MAHFOUZ &
KUMMEROW,  2000; POLI; BIASI; LEONARDUZZI, 2013;
WIELKOSZYNSKI et al., 2018).

Ressalta-se que os animais do grupo G4 apresentaram valores baixos para os
niveis de LDL-c e Ct, o que indicaria que uma porcentagem moderada de alcool,
junto com os compostos fenolicos do vinho tinto, apresenta efeito ateroprotetor.

Os grupos tratados com vinho tinto com e sem alcool ndo mostraram diferencas
significativas durante todo o experimento, provavelmente pela dieta
hipercolesterolémica e o consumo do alcool, que fez com que ndo se observasse
o aumento significativo do HDL-c quando comparado ao controle, da mesma
maneira, Da Luz et al., (1999), reportou que os niveis de HDL-c no foi afetado,
em coelhos alimentados com dieta colesterolémica e fornecimento de vinho tinto
e também resultados similares aos registrados por Mihailovic-Stanojevic et al.,
(2016) e foi evidenciado também que o consumo de vinho tinto em pessoas sadias
e pessoas com sobrepeso, nao houve alteragdo do HDL-c no plasma sanguineo ao
final de 30 dias de experimento (KARADENIZ et al., 2014).

Os niveis de TAG aumentaram apoOs inicio do fornecimento da dieta
hipercolesterolémica, no entanto, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os tratamentos avaliados e o controle. Destaca-se que o grupo que recebeu
sinvastatina percentualmente, apresentou maior nivel de TAG de 69 % aos 15 dias

e 32,33 % aos 30 dias; o grupo ao qual foi fornecido com vinho tinto 4 %
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apresentou -44,14 % e o vinho tinto sem alcool - 11,92 % do nivel de TAG em
comparagdo ao grupo controle.

O consumo do vinho tinto exibiu valores menores de Ct, TAG e, LDL em
relacdo ao grupo que recebeu a sinvastatina, podendo o vinho tinto ser considerado
uma boa alternativa para controlar o aumento dos lipidios no plasma sanguineo.
Sabe-se que o uso de sinvastatina leva ao desenvolvimento de hepatotoxicidade,
danos cardiovasculares aumento de doencas musculares, rabdomidlise e até se tem
relacionado com o desenvolvimento de doengas neurocognitivas (BJORNSSON;
JACOBSEN; KALAITZAKIS, 2012; SAIB et al., 2013; THOMPSON et al.,
2016).

Diversos estudos tem reportado que uma dieta hipercolesterolémica e a
oxidacdo do etanol no organismo, induz o estresse oxidativo, pelo aumento de
EROS levando a deplecdo das enzimas antioxidantes, contribuindo ao
desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas (MAHFOUZ; KUMMEROW, 2000;
GARJANI et al., 2009; KONG et al., 2013; BARBOZA et al., 2016; CHASSOT
et al., 2018). Del Boccio et al., (1990) determinaram que a atividade das enzimas
CAT, GST e Glutationa redutase diminuem em tanto, que a SOD e glutationa
peroxidase aumenta no tecido aortico de coelhos alimentados com dieta
hipercolesterolémica, resultados similares foram reportados por Mantha et al.
(1993) no aumento da SOD no tecido adrtico de coelhos alimentados com dieta
hipercolesterolémica e coelhos que além do colesterol foram fornecidos com

vitamina E.

O consumo do vinho tinto com e sem alcool ndo alterou a atividade das enzimas
SOD e CAT no tecido adrtico dos coelhos hipercolesterolémicos, mas a atividade
da enzima GST aumentou nos animais que receberam as maiores dosagens de
alcool no vinho tinto (G3 ¢ G4). A GST, ¢ uma enzima de segunda ordem,
encarregada da detoxificagdo celular, principalmente dos lipoperoxidos, gerados
durante o dano celular. Para isto, a glutationa se conjuga com os compostos
xenobioticos, formando produtos mais soluveis que sejam de facil eliminagao
(SHARMA et al., 2004; SHEEHAN et al., 2001). A elevacao da atividade da GST
nos grupos com maiores dosagens de alcool, provavelmente foi causada pelo
aumento das EROS, gerado pela oxidagao do etanol. Isso fez com que aumentasse
a atividade da GST para reduzir a peroxidacao lipidica no tecido aortico, evitando

desse modo acumulo de lipidios na tinica intima, o que estaria relacionado com a
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reducdo do MDA. Além disso, o aumentou do MDA nos animais que receberam
o vinho tinto sem alcool pode estar relacionado com a redugdo da atividade da

GST.

As proteinas carboniladas sdo formadas no processo de oxidagdo, sendo
utilizado como biomarcador de estresse (DIAZ-ACOSTA &MEMBRILLO-
HERNANDEZ, 2006). Foi evidenciado que o fornecimento da dieta
hipercolesterolémica, gerou aumento do estresse oxidativo, levando a ter uma
maior produgdo de proteina carbonilada quando comparado com os grupos
avaliados. Esses resultados mostram que o estrese oxidativo gerado pela dieta
hipercolesterolémica, levou a oxidagao das proteinas, e tanto o vinho tinto com e
sem alcool, ajudaram na protecdo contra a peroxidagdo lipidica e oxidacao das

proteinas no tecido adrtico dos coelhos hipercolesterolémicos.

Os resultados mostraram que a dieta hipercolesterolémica provocou o
desenvolvimento da placa ateroma, sendo significativamente maior no grupo G1.
Esses resultados foram similares a estudos anteriores, que mostraram que o
fornecimento da dieta hipercolesterolémica, contribuiu no desenvolvimento das
placas de ateroma, como o reportado por Chassot et al., (2018) em ratos e
Mosimann et al., (2006), Choi et al., (2010) e Barboza et al., (2016) em coelhos
suplementados com dieta rica em gordura. Foi evidenciado que os grupos que
receberam o vinho tinto com e sem alcool apresentaram a progressao da placa de
ateroma atenuada. Logo, os compostos fenolicos do vinho tinto com ou sem

alcool, ajudam na diminui¢do da progressao da placa de ateroma.

Os resultados concordam com pesquisas realizadas anteriormente, que afirmam
que o consumo moderado de vinho tinto ajuda na redu¢do do desenvolvimento da
aterosclerose, como o realizado pelo Auger et al., (2002) sugeriram que o alcool
junto com os fenodlicos do vinho tinto confere os beneficios na saude, mas que o
vinho tinto sem alcool seria uma melhor alternativa. Outros estudos tem reportado
que a capacidade de reduzir a placa de ateroma ¢ realizada s6 pela agcdo dos
compostos fendlicos do vinho tinto (WANG et al., 2005). Por outro lado, Chassot
et al., (2018) registraram que o consumo de vinho tinto com e sem éalcool nao teve
efeito na atenuacdo da placa de ateroma, confirmando que o efeito ¢ causado pelo
sinergismo entre o vinho e a dieta mediterranea. Um estudo realizado com suco
de uva Concord, também apresentou diminuicdo da agregacdo plaquetaria e no
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desenvolvimento da placa de ateroma em coelhos hipercolesterolémicos
(SHANMUGANAYAGAM et al.,, 2007). Da Luz et al., (1999) também
reportaram que o consumo de vinho tinto com e sem alcool, protegeram o

desenvolvimento da placa de ateroma.

O efeito protetor do vinho tinto na reducdo da formagao da placa de ateroma,
pode ser o resultado da atividade das enzimas antioxidantes, principalmente da
GST, prevenindo o estresse oxidativo no tecido adrtico e provavelmente
diminuindo a oxidacdo do LDL. Por conseguinte, esses resultados foram
confirmados nas analise dos cortes histologicos do tecido adrtico. O NF-kf,
quando ¢ ativado pelo LDL oxidado, leva ao aumento das as moléculas de adesao
(ICAM, VCAM), sendo responsdvel pela formacdo da placa de ateroma,
entretanto o consumo do vinho tinto inativa esse NF-kf diminuindo risco de
desenvolvimento da aterosclerose (BLANCO-COLIO et al., 2000; ZERN &
FERNANDEZ, 2005). Karadeniz et al., (2014) sugeriram que o consumo
moderado de vinho tinto influencia no aumento da atividade da paraoxonase e

arilestersase levando a redu¢do de LDL oxidado.

Foi demostrado que o consumo do vinho tinto com 8 e 13 % de alcool
incrementaram a atividade da enzima antioxidante GST, em tanto que, o vinho
tinto com e sem alcool atenuaram o estresse oxidativo no tecido aoértico de coelhos
hipercolesterolémicos. Por tanto os resultados obtidos podem afirmar que o
consumo moderado (150 mL) do vinho tinto com e sem &lcool ajudam na

atenuacgao da placa de ateroma, sendo tao eficientes como a sinvastatina.

5. CONCLUSOES

Os vinhos tintos, com e sem alcool reduziram a peroxidagao lipidica de forma
tdo eficiente quanto a sinvastatina. Embora ndo tenha influenciado os parametros
sanguineos de CT, LDL, HDL, os vinhos tintos 13 % e 8 % modificaram a
atividade antioxidante da GST, favorecendo a protecao do tecido aortico dos
danos provocados pela dieta hipercolesterolémica. Foi evidenciado nos cortes

histologicos da aorta que o consumo moderado do vinho tinto com e sem alcool
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foi tao eficiente quanto a sinvastatina na atenuacdo da lesdo aterosclerdtica em

coelhos hipercolesterolémicos avaliados nesse estudo.
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ARTIGO II. CONSUMO DIARIO DO VINHO TINTO Cabernet Sauvignon
PROMOVE PROTECAO HEPATICA EM COELHOS
HIPERCOLESTEROLEMICOS
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Resumo

O aumento do consumo e bebidas alcodlicas, principalmente do vinho tinto, esta
relacionado ao seu alto teor de compostos bioativos, e sua capacidade protetora
contra doengas relacionadas com o aumento do estresse oxidativo no organismo.
No entanto, ainda hd duvida se seu efeito ¢ devido ao alcool ou aos compostos
fenolicos presentes. Por conseguinte, o objetivo do estudo foi avaliar a capacidade
hepatoprotetora do vinho tinto em diferentes dosagens de alcool (13 %, 8 % e 4
%) e vinho tinto sem alcool em coelhos hipercolesterolémicos durante 30 dias.
Neste ensaio, 30 coelhos foram divididos em seis grupos: ragdo
hipercolesterolémica; ra¢ao hipercolesterolémica + 0,3 mg de sinvastatina- kg
dia'; rag¢do hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; ragado
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; racao hipercolesterolémica + 6 mL
vinho tinto 4 %; racao hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool. Foram
determinados a concentragdo plasmatica dos marcadores hepaticos AST, ALT,
vGT, lipase e fosfatase alcalina (ALP), marcadores renais, biomarcadores de
estresse oxidativo e as analises histomorfométricas do tecido hepatico. Os
resultados mostraram que o fornecimento da dieta hipercolesterolémica e o vinho
tinto, aumentaram os niveis plasmaticos de yGT e ndo afetou os niveis dos
marcadores renais. A atividade das enzimas antioxidantes no tecido hepatico,
aumentaram no vinho tinto 13 % para SOD e no vinho tinto sem alcool para SOD
e CAT. Nas andlises histologicas foi evidenciado que o vinho tinto com e sem
alcool reduziram o acumulo de lipidios no tecido hepatico. Esses resultados
indicam que o consumo didrio de vinho tinto ajuda na protecdo hepatica de

coelhos hipercolesterolémicos.

Palavras-chave: Vinho tinto; vinho tinto sem alcool; colesterol;

hipercolesterolemia; figado; hepatoprotetor.

Highlights

e O consumo do vinho tinto com e sem alcool, proporcionou menor acimulo de
lipidios em coelhos hipercolesterolémicos.

e O vinho tinto sem alcool exibiu maior atividade das enzimas SOD e CAT.
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e Os compostos fendlicos e o alcool do vinho tinto, sdo os responsaveis pelos

beneficios na saude.

1. INTRODUCAO

Os compostos fendlicos encontrados nos alimentos, principalmente em frutas,
hortali¢as e bebidas, tém despertado grande interesse devido as evidencias sobre
sua capacidade para ajudar a reduzir o risco de diferentes doencas, principalmente
doencas cardiovasculares, diferentes tipos de cancer e diabetes (ALISSA; FERNS,
2017). As pesquisas relacionadas com o consumo de bebidas alcodlicas,
especialmente do vinho tinto, sdo de interesse porque se acredita que o alcool
exerca influéncia nas propriedades dos compostos bioativos, principalmente as

antocianinas e o resveratrol.

Na década de 1980 se fez famoso o paradoxo francés, estudo que afirma que o
mediterraneo tem menor indice de mortes causadas por doengas cardiovasculares,
embora tenham uma dieta rica em gordura, e que isto se deve ao consumo de vinho
tinto. As pesquisas tém encontrado que o consumo de vinho tinto traz beneficios
a saude como redu¢dao do LDL no plasma sanguineo, protecao contra o estresse
oxidativo e protetor aterogénico, na obesidade (WANG et al., 2002; ZOU et al.,
2003; HANSEN et al., 2005; KASDALLAH-GRISSA et al., 2007; NOGUER et
al., 2012).

Nao obstante, ¢ sabido que o consumo excessivo de uma alta dosagem de alcool
leva ao desenvolvimento de doengas como cirrose, doencas hepaticas gordurosa
alcoodlicas e esteatohepatites, pois a oxidacdo do alcool, induz a peroxidacao
lipidica nos hepatécitos (CABALLERIA et al, 2012). Os medicamentos
utilizados para diminuir o colesterol plasmatico, sdo as estatinas, por meio da
inibi¢do da HMG CoA redutase, a enzima responsavel pela sintese de colesterol.
No entanto, ha pesquisas que demostram que o consumo das estatinas, tem efeitos
colaterais na saude como doengas relacionadas com o sistema muscular,
problemas cognitivos e neurologicos (THOMPSON et al., 2016). Dessa maneira,
¢ necessario buscar alternativas que ajudem na redugdo dos lipidios plasmaticos.
Assim, o vinho tinto ¢ uma alternativa, visto que ultimamente seu consumo tem
se popularizado devido a seu alto conteudo de compostos bioativos (antocianinas,

resveratrol e entre outros) e que tém sido evidenciados em estudos
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epidemioldgicos (APOSTOLIDOU et al., 2015; NOGUER et al., 2012). Porém,
existe ainda a duvida se o seu efeito protetor ¢ causado pela sinergia do alcool e
os compostos fenolicos presentes no vinho tinto, € ndo so6 pela agdo dos compostos

fendlicos.

Portanto, avaliou-se o efeito hepatoprotetor do vinho tinto em diferentes
concentragoes de alcool (13 %, 8 % e 4 %) e vinho tinto sem alcool em coelhos

hipercolesterolémicos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras do vinho tinto

Foi utilizado o vinho Cabernet Sauvignon tinto (2017), com 13 % de alcool,
adquirido no mercado de Vigosa-MG. Para obter as diferentes dosagens do alcool
no vinho tinto, realizou-se a evaporag¢do no rotaevaporador IKA RV 8 (marca
IKA), a uma temperatura de 40 °C. Por meio da densitometria se verificou a

obtencao das porcentagens de 8 % e 4 % de alcool e sem alcool.

2.2. Ensaio biologico

2.2.1. Animais e dieta

O trabalho foi realizado segundo as exigéncias éticas da Sociedade
Brasileira de Ciéncias em Animais de laboratério e aprovado pela Comissdo de
Etica no uso de animais da Universidade Federal de Vigosa (protocolo 42/2018 -
CEUA/UFYV). Foram adquiridos do setor da cunicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa, 30 coelhos machos albinos, de raga
Nova Zelandia, entre 100 e 120 dias de vida e peso aproximado de 2,9 Kg. Os
coelhos foram acondicionados em gaiolas individuais (45 x 52 x 60 cm),
permanecendo em periodo de adaptacdo durante uma semana, mantidos em
ambiente com controle de temperatura e umidade e com ciclos de luz/escuros por
um periodo de 12 horas, e recebendo diariamente 120 g de ragdo comercial para

coelhos (Presence) e agua ad libitum.
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Apbs o periodo de adaptacdo, os coelhos foram divididos aleatoriamente

em 6 grupos (n=5), recebendo diariamente a seguinte dieta:

Tabela 1. Tratamento dos animais experimentais.

Grupos Tratamentos
Grupo controle positivo (G1) = Racao hipercolesterolémica 0,5 % (120 g) (RH)
Grupo 2 (G2) RH + 0,3 mg de sinvastatina- Kg- Dia™!
Grupo 3 (G3) RH + 6 mL vinho tinto (13 %)
Grupo 4 (G4) RH + 6 mL vinho tinto (8 %)
Grupo 5 (GS) RH + 6 mL vinho tinto (4 %)
Grupo 6 (G6) RH + 6 mL vinho tinto sem alcool

Fonte. Alviarez, 2019.

A dieta hipercolesterolémica foi fornecida diariamente por um periodo de 30
dias e as doses do vinho tinto e a sinvastatina, foram calculadas segundo a doses
recomendada para uma pessoa de 70 kg, sendo que a dose recomendada de vinho
tinto ¢ de 150 mL (DI CASTELNUOVO et al., 2002) e 10 mg de sinvastatina.
Essas dosagens do vinho tinto e a sinvastatina foram administradas por gavagem
oral. A racdo hipercolesterolémica foi produzida pelo enriquecimento de ragdo
comercial padrao (Presence, Brasil) com 0,5 % de colesterol cristalino (m-m-)
(Sigma-Aldrich, USA). Para facilitar a gavagem aos animais, uma solu¢do de

sinvastatina foi preparada em farmdacia de manipulagao.

2.2.2. Coleta do sangue e tecido
Os animais foram submetidos a trés coletas do sangue na veia marginal da
orelha (0, 15 e 30 dias). Foram coletados aproximadamente 3 mL de sangue em
tubos heparinizados, apds 12 horas de jejum. As amostras foram centrifugadas a
148 RCF por 15 minutos para separa¢do do plasma e armazenadas a -80 °C até a
realizagdao das analises bioquimicas. Aos trinta dias, realizou-se a eutandsia dos
coelhos com o uso de relaxante muscular xilazina (10 mg/kg) e quetamina (50
mg/kg) e com o uso de anestesia geral barbiturica com tiopental sodico (3 mg/kg),
por via intramuscular, sendo entdo realizada a exsanguinacao (puncao cardiaca).
Os figados foram coletados. Lavados em solucdo salina e pesados em balanga
analitica. Um fragmento do lobo esquerdo do figado foi colocado em solugao

fixadora de paraformaldeido (4 %) para realizagdo das analises histopatologicas.
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2.2.3. Medidas biométricas
A variagao do peso (PC) foi calculada mediante a diferenca entre o peso
inicial e o peso final dos animais do experimento. O indice hepatossomético (IHS)

foi obtido pela relagao entre o peso do figado e o peso corporal no dia da eutandsia

(IHS=Peso figado/ Peso corporal*100).

A densidade do figado foi determinada pela deslocagdao de volume de um
fragmento de figado com peso conhecido em dgua. Calculou-se o nimero total de
hepatocitos no figado pela relagdo entre o volume do figado (VF) e o volume do

hepatocito (VH) (nimero de hepatocitos=(VF/VH) *100).

2.2.4. Analises dos parametros bioquimicos

Foram determinadas no plasma sanguineo as concentragdes de AST, ALT,
v-GT, lipase, a fosfatase alcalina (ALP), proteinas totais, creatinina e albumina,
utilizando kits comerciais (Bioclin, Minas Gerais, Brasil) em analisador

bioquimico BS200E (Mindray, Shenzhen, China).

2.3. Biomarcadores de estrese oxidativo e peroxidacao lipidica

As amostras do figado congeladas em nitrogénio liquido, foram utilizadas
para a preparacdo dos homogenatos, na propor¢ao de 200 mg de tecido por 1 mL
de solugio tampdo fosfato pH 7,4 (50 mmol-L '), sendo homogeneizados (MA102/
Mini, Marconi, Piracicaba, SP, Brasil) e posteriormente centrifugados a 12000 x g,
a 4 °C, durante 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado nas analises,
que foram realizadas em duplicata. A concentragdo de proteina total no tecido

hepético foi determinada usando o método de (LOWRY et al., 1951).

2.3.1. Ensaio da atividade superéxido dismutase (SOD)

Foi realizado segundo a metodologia de Madesh e Balasubramanian (1998)
com modificagdes. Foram utilizados 30 pL do homogeneizado das amostras de
figado, 99 uL de tampao fosfato de potéssio (0,2 ml-L!, pH 7,0), 6 uL de MTT
(3-(4-5 dimethyl thiazol 2-yl) -2,5 diphenyl tetrazolium bromide)) (1,5 mol-L!)e
15 uL de pirogalol. Posteriormente essa mistura foi incubada a 37 °C durante 10

minutos ¢ a reagdo foi finalizada adicionando-se 150 pL de dimetil sulfoxido
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(DMSO) e realizando a leitura a 570 nm sendo os resultados expressos em U SOD-

mg proteina™!.

2.3.2. Atividade da catalase (CAT)

Foram utilizados 10 pL de homogenato do figado sendo adicionado 1 mL
de H202 (10 mmol-L") em tampao fosfato de potassio (0,2 mol-L™!, pH 7,0) e
homogeneizando. Posteriormente, foi observada a reducdo da absorbancia no

comprimento de onda de 240 nm, durante 60 segundos, sendo os resultados

expressos em U CAT- mg proteina (AEBI, 1984).

2.3.3. Atividade da glutationa-s-transferase (GST)

Realizado segundo a metodologia de Habig, Pabst & Jakoby (1974). Para
isto, foi preparado o meio de reagdo com 700 uL de tampao fosfato (0,2 mol-L,
pH 7,0), 10 pL de CDNB (1-cloro-dinitro-benzeno, 1 mmol-L™'), 10 uL de GSH
(glutationa reduzida, 1 mmol-L™), sendo posteriormente adicionado 10 pL do
homogenato do figado. A reagao foi observada em comprimento de onda 340 nm

e os resultados foram expressos em pmol-g!'-min.

2.3.4. Peroxidacio lipidica pelo ensaio de TBARS (substincia reativa do
acido tiobarbiturico)

Segundo a metodologia de Wallin et al. (1993), 0,2 mL da amostra
homogeneizada do figado foi colocado com 0,4 mL da solugdo de trabalho (TCA,
acido tricloroacético 15 %, TBA, acido tiobarbitirico 0,375 % e acido cloridrico
0,25 mol'L™!), sendo posteriormente aquecida a 90 °C durante 40 minutos. A
seguir, as amostras passaram por banho de gelo durante 10 minutos e foram
centrifugadas a 10000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi lido na
absorbancia de 532 nm em microplacas de 96 pocos. A quantificagdo do TBARS
se realizou mediante a interpolacdo da curva padrdo com malonaldeido (MDA) e

os resultados foram expressos em pmol MDA -mg tecido™.

2.3.5. Determinacio de proteina carbonilada
O pellet do homogenato do figado, foi resuspendido em TCA (10 %) em
duas etapas de 500 puL cada, utilizando vortex para agitar. A solugdo foi dividida

em 2 tubos de eppendorf (um para amostra e outro para o branco) e centrifugada
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a 3000 rpm durante 10 minutos a 15 °C. Apds o descarte do sobrenadante foi
adicionado 500 pL DNPH (0,01 nmol) para a amostra e 500 uL HCI (2 mol-L™)
para o branco. Posteriormente, foram agitados no vortex e incubados no escuro a
temperatura ambiente, agitando novamente aos 15 minutos e aos 30 minutos. As
amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos a 15 °C e o
sobrenadante descartado. Foram realizadas 3 lavagens consecutivas, com 1 mL de
acetato de etila e etanol (1:1), agitando em vortex, centrifugando a 3000 rpm
durante 10 minutos a 15 °C, descartando o sobrenadante. Posteriormente foi
adicionado 1 mL SDS (6 %) a cada tubo de eppendorf, centrifugado a 6000 rpm
durante 10 minutos a 15 °C. Foram pipetados 200 uL do sobrenadante na placa da

amostra e do branco da amostra e a leitura feita a 370 nm (LEVINE et al., 1990).

2.4. Avaliacao histologica e morfométrica do figado

2.4.1. Inclusiao em resina

Os fragmentos do figado foram fixados em solucdo de paraformaldeido (4
%) durante 24 horas e posteriormente transferidos para alcool 70%. Para a
inclusdo em resina, os fragmentos hepaticos foram desidratados em solugdes
crescentes de etanol (80 %, 90 %, 95 % e 100 %), com trocas cada 30 minutos,
realizando-se a inclusdo em glicolmetacrilato (Historesin®, Leica). Foram obtidos
cortes histologicos semi-seriados, com intervalo de 15 pm, com 3 um de espessura
utilizando o microtomo rotativo (Leica) e navalhas de vidro. As preparagdes foram
coradas com azul de toluidina/borato de sdédio 1 % (m/v) e montadas com
Entellan® sendo as imagens obtidas pelo uso do fotomicroscopio de campo claro

(Olympus, BX-53, Toquio, Japao), em objetiva de 40X.

2.4.2. Morfometria do figado

O tecido hepatico foi avaliado pelo método morfométrico, utilizando uma
grade de 494 pontos em 10 campos, observando-se um total de 4940 pontos por
animal, em aumento de 200 x. Nesse estudo, foram quantificados os elementos
constituintes do figado nos cortes histoldgicos, destacando-se hepatocitos,
capilares sinusoides, infiltrado inflamatorio e célula endotelial. Para esses
componentes foram determinadas as propor¢des volumétricas (%) utilizando a

seguinte relagdo:
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P¢
— x 100
Pr

Pc: nimero de pontos sobre a estrutura de interesse e Pr: total de pontos
de teste na area histologica. Para as goticulas de lipidios, o Pt ¢ o total de pontos

sobre hepatocitos (Cupertino et al., 2013; Novaes et al., 2012).

Apo6s as determinagdes das proporgdes volumétricas, foram medidos os
diametros de 25 nucleos dos hepatdcitos por animal. Foram calculados o volume
nuclear (equacdo 2), citoplasmatico (equacdo 3) e celular (equagdo 4) dos

hepatécitos e o diametro nuclear.

4 3 ~
volume nuclear = S equacao 2

%citoplasmaxvolume nuclear

volume citoplasmatico = equacao 3

%nucleos

volume celular (hepatécito) = volume nuclear + volume citoplasmatico

equacgao 4

Todas as analises foram realizadas utilizando o programa de anélise de

imagens Image Pro Plus 4.0 (Media Cybernetcs, Rockville, USA).

O desenvolvimento de esteatose foi avaliado semiquantitativamente
utilizando uma escala de 5 graus: grau 0, se a porcentagem de gordura nos
hepatocitos for <5 %; grau 1, se > 5 % e <25 %; grau 2, se > 25 % e < 50 %; grau

3,5¢>50% e <75 %; e grau 4, se > 75 % (TURLIN et al., 2009).

2.5. Analise estatistica

Ap0s dos testes de normalidade foi realizado a analise de variancia (ANOVA),
seguida pelo teste de Student-Newman-Keuls para comparagdao das medias entre
os grupos experimentais. Todos os resultados foram expressos em média = desvio
padrao (DP). O nivel de significancia considerado foi de p<0,05 e para o analise
dos biomarcadores de estresse oxidativo o nivel de significancia utilizado foi

p<0,10.
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3. RESULTADOS

3.1. Efeito do vinho tinto nos marcadores hepaticos

Os coelhos foram alimentados com a dieta hipercolesterolémica durante 30
dias e foram fornecidos com vinho tinto em diferentes dosagens de alcool para
avaliar o seu efeito nos marcadores hepaticos, no capitulo um foi mostrado que a

dieta hipercolesterolémica aumentou os niveis plasmaticos de Ct, LDL e TG.

Na tabela 2 s3o mostrados os resultados das AST, ALT, yGT e a lipase. Foi
observado que a AST aumentou no grupo do vinho tinto sem alcool, em relagdo
com o G1 e G3 (p< 0,05) apds 15 dias de iniciado o experimento. Ao longo do
experimento em cada grupo ndo houve mudangas no ALT. A lipase aumentou nos
15 e 30 dias, no G3 comparado com o valor inicial. A yGT aumentou em todos
os grupos durante o experimento e a ALP aumento para o G2 e G5 e no G6 s6

aumentou aos 15 dias.
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Tabela 2. — Efeito da ingestdo da dieta hipercolesterolémica e o consumo de vinho tinto nas concentragdes das enzimas plasmaticas AST, ALT, y-

GT, lipase e fosfatase alcalina

Pardmetros Tempo (dias) G1 G2 G3 G4 G5 G6
0 82,8+22,75%A 97,8+25,58% 98,4428,64A 108+38,3734 107+£26,5124 128,2+32,6724
AST (U.LY) 15 37,2+19,8328 82+78,37204 22,4+12,5238 85,6+51,7224 77,28+51,29204 134+71,80%4
30 53,2433,54%A 78,4+68,34%A 18,2+18,4428 51,2+34,95%A 66,00+£32,15% 86,8+90,483A
0 49,4+11,24%4 97,6+24,25%A 82+26,76*A 99,8+58,5424 75,249,363 104,8+77,0334
ALT (U.LY) 15 41,60+£31,7924 53,60+36,81%4 44,4+20,7124 82,00+39,472A 37,2+34,972A 103,2+53,1934
30 29,24+21,55% 59,20+35,96%4 44,00+22,27*4  34,404£35,84*A  46,80+23,26*4  51,60+21,37°A
0 14,00+0,70%A 17,443,054 13,6+1,67°A 15,6+3,05%4 15,841,304 17,442,194
y- GT (U.LY) 15 167,20+65,378 129,60+37,08%8  183,20+37,72%8  159,60+49,46*8  129,20+39,38*8 107,668,972
30 235,20+79,1328 215,60+£61,47°C  248,004+34,982C  177,60+£90,292B  234,804+38,042¢  197,60+65,35%B
0 174,60+28,582A 210,20+£70,302A  158,80425,73*A  152,80+23,49°A  158,40425,1224  162,00+£29,592A
Lipase (U.L") 15 218,00+40,7434  256,00+107,59*4  211,60+11,78%8  188,00+29,014  218,40+59,06*4  208,00+28,9124
30 2154+82,7134 222,8+£107,15%4  204,8+36,5128 183+89,632A 160,8+46,2734 194,8+82,2534
0 186+59,9034 190,2+40,8734 176,4+32,60% 161,8+31,674 190,6+42,40%4 195,84+21,16%4
ALP (U.LY) 15 231,2451,55% 360,4+39,0428 236,8+47,1724 2752485484  280,8+29,31%8 366+153,04%8
30 261,2+69,23%A 314,880,448 280,4+109,36%4  253,2+85,30°A 290+81,9628 234440,8934

G1. hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg dia”'; G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. racdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; GS5. rag@o hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. ra¢do hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante
30 dias. Os dados sdo expressos como a média+ desvio padrdo (n=5). Medias com letras minusculas diferentes na linha difere significativamente e letras maiusculas diferentes
na coluna mostra diferenca estatistica ao longo do tempo em um mesmo grupo, pelo teste de SNK (p<0,05).

Fonte. Alviarez, 2019.
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3.2.Efeito do consumo do vinho tinto com e sem alcool nos parametros

bioquimicos da fun¢ao renal

Como se observa na tabela 3, ndo foi encontrado diferengas significativas nos
valores dos pardmetros de proteinas totais, albumina e a creatinina entre os grupos
avaliados. Nao obstante, foi evidenciado aumento no teor de proteinas totais ao
longo do tempo nos grupos experimentais a exce¢do do G4. Também foi
observado que a albumina aumentou ao longo do tempo nos grupos G2, G3, G5 ¢

G6. A creatinina diminui ao longo do tempo de experimento no G3.
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Tabela 3. Efeito da ingestdo de dieta hipercolesterolémica e do fornecimento do vinho tinto nas concentragdes plasmaticas de proteinas totais,

albumina e creatinina.

Pardmetros  Tempo G1 G2 G3 G4 G5 G6
(dias)

Proteinas 0 5,3440,13%A 5,4+0,35% 5,54+0,18%A 5,26+0,34%A 5,36+0,30*4 5,48+0,18*A
totais 15 15,64+6,39%8 20,72+10,4728 17,68+4,34%8 16,84+6,68*A 15,5243,908 23,36+14,9738

(g/mL) 30 15,96+6,35%8 21,24+10,12%8 19,48+3,51%8 17,56+14,28% 23,24+11,568 18,646,268

Albumina 0 3,06+0,092A 3,1240,08°A 3,2+0,0734 2,96+0,09*4 3,16+0,15% 3,18+0,242A

(g/dL) 15 4,04+1,76%A 5,64+1,318 5,00+0,7928 4,76+0,823A 4,72+0,568 6,52+2,4238
30 4,68+0,94A 5,24+1,60%8 5,2+0,5338 4,44+1,91%A 5,28+1,28%8 4,96:+1,28%AB

Creatinina 0 0,92+0,0728 0,94+0,0228 1,05+0,15% 0,93+0,1128 0,97+0,0428 1,00+0,172A

(mg/dL) 15 0,31+0,24%A 0,37+0,242A 0,21+0,323A8 0,1540,242A 0,25+0,29%A 0,68+0,63A

30 1,15+0,598 0,85+0,488 0,64+0,688 0,67+0,328 0,70+0,2228 0,52+0,45A

G1. hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg- dia’; G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. ragdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; GS5. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante
30 dias. Os dados sdo expressos como a média+ desvio padrao (n=5). Medias com letras minusculas diferentes na linha difere significativamente e letras maitsculas diferentes
na coluna mostra diferenga estatistica ao longo do tempo em um mesmo grupo, pelo teste de SNK (p=>0,05).

Fonte. Alviarez, 2019.

78



3.3. Biomarcadores do estresse oxidativo no tecido hepatico

A atividade das enzimas SOD, CAT e GST s3ao mostradas na figura 1A, 1B,
1C. O G4 apresentou redugdo da atividade da enzima SOD em relagdo ao G3 e
G6. Na atividade da enzima CAT, o G6 aumentou em relagao ao G3 e G4. Na
figura 1D, nao houve alteracdo na redugdo da peroxidacao lipidica no MDA, mas

na figura 1E, o G6 teve aumento da produgdo da proteina carbonilada em relagao

ao G2 (p=<0,10).

Figura 1. Biomarcadores de estresse oxidativo e peroxidacao lipidica em coelhos

alimentados com ragao hipercolesterolémica.
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(A). Atividade de superoxido dismutase (SOD). (B). Atividade da Catalase. (C). Atividade da
Glutationa-s-transferase. (D). Peroxidagdo lipidica pelo ensaio de TBARS, MDA. (E). Proteina
carbonilada. GI1. ragdo hipercolesterolémica; G2. rag@o hipercolesterolémica + 0,3 mg
sinvastatina- kg- dia'; G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. racdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; GS5. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto
4 %; G6. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante 30 dias. Os dados sdo
expressos como a médiat desvio padrio (n=5). Letras minusculas diferentes na linha difere
significativamente, pelo teste SNK (p<0,10).

Fonte. Alviarez, 2019.
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3.4. Parametros biométricos

Os parametros biométricos sao mostrados na tabela 4. Na varia¢do do peso
corporal o G3 e G5 aumentaram em relagdo a G4 e G6. O peso do figado foi maior
no G5 em relagdo ao G4. A densidade do figado foi maior no G5 foi diferente aos
outros grupos e o G6 foi maior comparado com o G1 e G2. Nao houve diferengas
significativas no peso corporal, no volume do figado, no indice hepatossomatico

e no nimero de hepatdcitos entre os grupos.

Tabela 4. Parametros biométricos do figado em coelhos fornecidos com vinho

tinto em diferentes dosagens de alcool

Parametros Gl G2 G3 G4 G5 G6

PCI 3,09+0,142 2,93+0,252 2,72+0,152 2,94+0,28* 2,89+0,16° 3,15+0,28*
PCF 3,17+0,18* 3,02+0,3° 3,14+0,20? 2,85+0,332 3,27+0,21° 2,96+0,26*
VP 0,08+0,2 % 0,07+0,44 2 0,42+0,1° -0,1+0,1* 0,38+0,05° -0,20£0,22
PF 119,2£10,55% 103,2+26,85% 105,6421,84%  86+21,86% 134,6+8,53° 119,6+26,32
DF 1,03+0,04* 1,03+0,022 1,060,022 1,07+0,04 2 1,21+0,11¢ 1,14+0,06®
VF 115,40+12,76*  100,69+27,13*  99,91+21,032 80,14+20,68° 111,26+10,54*  104,6+20,74*
IHS 3,76+0,28* 3,42+1,00° 3,35+0,602 2,98+0,512 4,13+0,40° 4,091,117

N° HEP 219,05%10°' 0+ 225,33%10710x 259,55%10710x 270,50%10°0+ 269,05%10°0+ 227,61%107 0+

450,54*10* 423,00 *10- 712,81%10* 101,24*10-1% 567,11%10° 323,89*10%

G1. ragdo hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg- dia™';
G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. rago hipercolesterolémica + 6 mL
vinho tinto 8 %; G5. ra¢do hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. racgdo
hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante 30 dias. PCI= peso corporal inicial
(k); PCF= peso corporal final (k); VP= Variagdo de peso (k); PF= Peso do figado (g); DF=
Densidade do figado (g.mL™"); VF= Volume do figado (mL); IHS= indice hepatossomatico; Ne
HEP= Nutimero de hepatdcitos. Os dados sdo expressos como a média+ desvio padrao (n=5). Letras
minusculas diferentes na linha difere significativamente, pelo teste SNK (p<0,05).

Fonte. Alviarez, 2019.

3.5. Efeito das diferentes porcentagens de alcool do vinho tinto na estereologia

e histomorfometria hepatica

Na tabela 5, sdo mostrados os dados de histomorformetria e histopatologia
hepaticas. Nao houve diferenca no percentual de nucleos, bi nticleos, hepatocitos,
macrofagos, célula endotelial e infiltrado inflamatério. Houve redugdo do
porcentual de acimulo de lipidios e aumento de citoplasma nos grupos fornecidos
com vinho tinto com e sem alcool em relacdo ao G1, também o G3 ¢ G4 em

relagdo ao G2. Na classificacdo do desenvolvimento de esteatose, os grupos
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fornecidos com vinho tinto com e sem dalcool e a sinvastatina apresentaram
esteatose em primeiro grau € 0 G1 com desenvolvimento da esteatose em segundo

grau.

Tabela 5. Parametros histomorfométricos do tecido hepatico de coelhos

fornecidos com vinho tinto em diferentes porcentagens de alcool

% G1 G2 G3 G4 G5 G6
Niicleo 3,57+0,46°  3,96£0,53%  3,73+025°  4,37+0,58°  4,12+0,53*  3,67+0,56°
Bindicleos | 1,11£029°  0,99+0272  128£033*  128+0,12°  0,99+0,36  1,10£0,31°
Tri miicleos | 0,04+0,00°  0,008£0,0°  0,0£0,0®°  0,04+0,0®  0,02+0,04>  0,01+0,03*
Citoplasma | 75,59+2,98" 72,49+534>  7379+4,9¢  7538+1,71° 73,71+4,96%  73,43+2,77%

GL 34,6544,42° 24224648 1592+4,10° 14,8145,49° 19,433,080  18,36+3,30%
Hepatécitos | 8027+2,74°  77,44+4,89* 78.81+5.11° 81,03+1,51° 78,8444,96°  78,1242,88°
cS 15,8643,13°  16,47+5,50° 17,294520*  15,33£1,50  17,11£3,30° 16,111,912

a

Macréfagos | 120£0,53°  1,18£027°%  147+027°  146£026°  1,29+0,3*  137+0,16°
Infiltrado 1,54£0,90®  1,52+1,8°  1,53+1,17%  1,66+0,80®  223+1,78%  3,08+1,42°
Endotelial | 0,67+026°  0,66£0,27*  044+£023%  047+0,14°  0,53+0,21®  0,75£0,52°
Coligeno 0,47£047*  228+128°  0,440,82° 0+0? 0+0° 0,46+0,63°

GL. Goticula de lipidios. CS. Capilar sinusoide. G1. hipercolesterolémica); G2. racdo
hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg- dia™'; G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho
tinto 13 %; G4. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 8 %; G5. ra¢o hipercolesterolémica
+ 6 mL vinho tinto 4 %; G6. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto sem alcool, durante
30 dias. Os dados sdo expressos como a média+ desvio padrao (n=5). Letras diferentes na linha
difere significativamente pelo teste SNK (p<0.05).

Fonte. Alviarez, 2019.

Os dados da estereologia hepatica sao mostrados na tabela 6. Os animais que
receberam somente a dieta hipercolesterolémica apresentaram aumento do didmetro
e volume nuclear. Houve diminui¢do do volume citoplasmatico e celular no G3 e
G4 em relacdo ao G1. O G4 foi diferente dos outros grupos no didmetro e volume

nuclear; e do volume citoplasmatico e celular em relagdo ao G6 (p<0,05).
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Tabela 6. Parametros estereologicos hepaticos de coelhos hipercolesterolémicos

fornecidos com o vinho tinto em diferentes concentragdes de alcool

Volume
Diametro Volume nuclear Volume celular
Grupo citoplasmadtico
nuclear (um) (um?) , (um?)
(um’)
Gl 7,80+0,26° 248,42+25,06° 4093,2 +788,85¢ 4341,60+799,17¢
G2 7,45+0,41b¢ 218,26+34,60 3227,714616,17%¢  3445,96+632,192b°
G3 7,19+£0,16% 195,27+12,602 2878,71+182,712 3073,98+189,13%
G4 6,89+0,292 171,78+21,182 2311,35+351,32¢® 2483,14+363,59?

G5 | 7,4240,18"% 214,06+15,60%  3133,51+645,76%°  3347,57+660,812°
G6 | 7,40+0,19% 212,622+17,64%  3388,75+581,71%  3601,37+594,13%

Gl1. racio hipercolesterolémica; G2. ragdo hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina- kg dia™'; G3.
racdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 13 %; G4. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho
tinto 8 %; G3. ragdo hipercolesterolémica + 6 mL vinho tinto 4 %; G6. ragdo hipercolesterolémica
+ 6 mL vinho tinto sem alcool, durante 30 dias. Os dados sdo expressos como a médiat+ desvio
padrdo (n=5). Letras minusculas diferentes na coluna difere significativamente, pelo teste SNK
(p<0,05).

Fonte. Alviarez, 2019.

Na figura 2, s3o mostradas as fotomicrografias representativas do figado dos
coelhos hipercolesterolémicos com fornecimento de sinvastatina e as diferentes
dosagens de alcool no vinho tinto. Podem ser observados os ntcleos dos
hepatdcitos, hepatdcitos binucleados, goticulas lipidicas, macréfagos e capilar
sinusoide. Na figura 2A, se observa que o G1 apresentou maior acimulo de
lipidios nos hepatécitos, levando os nucleos até a periferia e perdendo a
organizacao estrutural dos hepatdcitos em relagdo aos outros grupos. Na figura
2B, ¢ mostrado o efeito do fornecimento da sinvastatina no tecido hepatico, sendo
que houve menor acimulo de lipidios em relagdo ao G1, no entanto, os grupos
que receberam o vinho tinto com e sem alcool apresentaram menor acumulo de

lipidios e conservaram a organizagao estrutural dos hepatécitos (2C, 2D, 2E e 2F).
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Figura 2. Fotomicrografias dos cortes histologicos do tecido hepatico em coelhos alimentados com a dieta hipercolesterolémica, vinho tinto (13 %, 8 %,4 %); vinho evaporado
e sinvastatina.

Mostrando niicleo (ll); binticleo (Il ); goticulas de gordura (% ); capilar sinusoide (A); infiltrado inflamatério (@ ); macréfago (@). Coloragdo = azul de toluidina - borato de
sodio. (A) G1 = dieta hipercolesterolémica 0,5 %; (B) G2 = dieta hipercolesterolémica + 0,3 mg sinvastatina - kg peso; (C) G3 = dieta hipercolesterolémica +vinho tinto 13 %;
dieta hipercolesterolémica + vinho tinto 8 %; dieta hipercolesterolémica + vinho tinto 4 %; dieta hipercolesterolémica + vinho tinto evaporado por 30 dias.

Fuente. Alviarez, 2019.
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4. Discussao

As enzimas hepaticas sao utilizadas para diagnosticar danos hepaticos
inespecificos como a esteatose, DHNG, cirroses, sendo a ALT considerada mais
especifica por encontrar-se no citosol dos hepatocitos, ja que a AST ¢é encontrada
em varios tecidos como cora¢do, figado, musculo esquelético, rim e cérebro. No
figado esta localizada na mitocondria e no citosol e seu aumento geralmente ¢

indicador de doenga hepatica (DASGUPTA, 2015).

A ALP, também ¢ dosada junto com a AST e ALT para determinar doencgas
hepatobiliar, sendo encontrada na membrana canalicular e sinusoidal do figado,
além dos ossos, intestino e placenta (DASGUPTA, 2015). Os valores de ALP
aumentaram apos o fornecimento da dieta hipercolesterolémica e as dosagens do
vinho tinto. Destaca-se que os valores aumentaram significativamente com os
valores iniciais nos grupos da sinvastatina 89, 5 % e 65,51 %; o G4 foi 70,0 % e
56,5 %, no G5 foi maior 86,9 % e 19,51 %, comparado com o valor inicial aos 15
e 30 dias respetivamente e com o G3 aumentou 59 %. Esses resultados podem ser
a consequéncia da reacdo das dosagens realizadas, que poderia ter influenciado
em uma obstrug¢ao biliar o que levou a uma maior sinteses da ALP nos hepatdcitos

(PATHEGUINI, M. & BAIS, 2018).

A gama-glutamil transferase (yGT) ¢ uma glicoproteina de membrana,
encontrada na superficie da membrana celular dos hepatocitos, rim, pancreas,
baco, vesicula biliar, cérebro e vesiculas seminais, mas s6 a yGT do figado ¢
detectavel no soro. Atua como catalisador do antioxidante glutationa e ¢ utilizada
como biomarcador de consumo de alcool, sendo determinada junto com a AST e
ALT, para obter resultados mais confiaveis em relagdo a determinagao dos danos
hepaticos. Normalmente, o aumento da yGT, estd relacionado ao consumo de
alcool, mas também para doengas como a hipertensdo, doenca cardiovascular ou
diabetes tipo 2, doenc¢a isquémica, obesidade, doencas no figado e vias biliares
(ARAUJO; LIMA; DALTRO, 2005; CAYLI et al., 2014; DASGUPTA, 2015;
MASON; STARKE; VAN KIRK, 2010; TARGHER, 2010; WHITFIELD, 2001).

A yGT teve notério aumento em todos os grupos avaliados, comparado com os
valores iniciais (P<0,05), o que indica que o fornecimento da dieta
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hipercolesterolémica e provavelmente as dosagens do vinho tinto e da
sinvastatina, influenciaram no parametro avaliado, ja que o aumento na atividade
da yGT no soro pode refletir a acdo do alcool e o0 uso de drogas, em efeitos toxicos
nas estruturas microssomais das células do figado (PATHEGUINI, M. & BAIS,
2018).

Embora ndo houvesse diferengas entre os grupos, novamente o G4
percentualmente exibiu valores menores 24,50 % e 28,40 % comparado com o G1
e o G3 respetivamente. Afirmando nossa hipotese, de que o nivel moderado de
alcool e os compostos bioativos atuam sinergicamente ajudando na protecao
hepatica, sendo confirmado na histologia, que mostra menor acimulo de goticulas

de gordura no grupo fornecido com o vinho tinto 8 %.

O aumento da ALP e yGT no trabalho, estdo relacionado como o
desenvolvimento da doenga colestase, caraterizada pela incapacidade da secregao
da bilis, composta pelas sais biliares, fosfolipidios, colesterol, bilirrubina e
proteinas, o que poderia estar relacionado com a elevagio do colesterol IBANEZ

SAMANIEGO; DIAZ RUiz, 2016).

A lipase ¢ um biomarcador sérico, sua fungdo no metabolismo das lipoproteinas
¢ hidrolisar os triglicérides dos quilomicrons e VLDL (FEINGOLD;
GRUNFELD, 2000; ICHIKAWA et al., 2004; JANSEN; VERHOEVEN;
SIJBRANDS, 2002). Neste estudo, somente o G3 apresentou aumento da lipase
comparado com o valor inicial, ndo obstante, percentualmente foi observado
aumento da lipase nos outros grupos apos de comegado o fornecimento da dieta
hipercolesterolémica. Estudos anteriores, tem reportado que hd uma relagao
inversa entre os niveis de HDL e a lipase. O aumento de atividade, faz com que
seja aumentado o LDL, devido a hidrolise do VLDL em IDL que posteriormente
¢ metabolizado em LDL (FEINGOLD; GRUNFELD, 2000); sendo considerado a
lipase tanto anti como pro-aterogénico (ICHIKAWA et al., 2004; JANSEN;
VERHOEVEN; SIIBRANDS, 2002); pois no estudo foi evidenciado que o
consumo do vinho tinto com e sem dalcool, os niveis de HDL permaneceram
inalterados (dados mostrados no capitulo um), possivelmente devido ao aumento

da lipase.
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As determinacdes plasmaticas de proteinas totais, albumina e creatinina, foram
avaliadas para determinar se houve possiveis alteracdes das fungdes renais em
coelhos fornecidos com vinho tinto com e sem alcool. A diminuigdo da
concentragdo de albumina e proteinas totais também estdo relacionadas com a
funcao hepatica cronica (VARGUESE, J.; JACOB, M. & MURRAY, 2012).

A creatinina ¢ sintetizada a partir da creatina, no figado, rins e pancreas. Seu
aumento na concentracdo plasmatica ¢ considerado como deterioro da fungdo
renal (JAMB; JHONES, 2018; VARGUESE; JACOB & MURRAY, 2012). Dessa
maneira, o fornecimento do vinho tinto com e sem alcool, nem a dieta
hipercolesterolémica, nao afetaram o teor da creatinina, indicando que nao houve
alteragdes nas fungdes renais. Resultados similares foram registrados no trabalho
que avaliaram o efeito de vinho tinto com e sem alcool em ratos hipertensos

(MIHAILOVIC-STANOIJEVIC et al., 2016).

Em quanto a atividade das enzimas antioxidantes foi observado que apds dos
30 dias do fornecimento da dieta hipercolesterolémica no tecido hepatico foi
encontrado que os grupos G3 e G6 apresentaram maior atividade da enzima SOD
em relagdo ao G4, indicando que tanto o vinho tinto com e sem alcool, ajudam na
redugdo do radical superéxido O2'-. Nao obstante, O G6 apresentou aumento da
enzima CAT em comparagdo com o G3 e G4, o que indica que os compostos
fendlicos do vinho tinto contribuem para aumento da enzima CAT favorecendo
na reducao do H,O, gerado pela atividade da SOD. Embora, os resultados obtidos
em relacdo ao aumento da enzima SOD, foram diferentes ao encontrado na
literatura, j& que segundo vérios estudos o consumo de alcool, reduz a atividade
das enzimas SOD ¢ CAT (SHANMUGAM et al., 2011), mas foi similar os
resultados obtidos em coelhos hipercolesterolémicos suplementados com extrato
de semente de uva, extrato de semente e casca de uva que favoreceram no aumento

da atividade da CAT no tecido hepatico (CHOI et al., 2010).

O figado ¢ local de sintese e armazenamento dos acidos graxos € o excesso de
lipidios acumulados leva ao aumento do estresse oxidativo por causa da oxidagao
dos acidos graxos, gerando esteatose ou figado graxo e desencadeando aumento
da peroxidacdo lipidica (BOTHAM, K. M.; MAYES, 2012; KIERSZENBAUM
A. L., 2012). Neste estudo, todos os grupos avaliados foram fornecidos com dieta

hipercolesterolémica provavelmente influenciou para ter valores similares na
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concentracdo de TBARS, esses resultados foram similares ao reportado pelo Choi
et al., (2010) que ndo encontraram redugdo da formacao de MDA pelo ensaio de
TBARS no tecido hepatico em coelhos que foram suplementados com extrato de
semente de uva, extrato de casca de uva, pd de casca de uva e p6 de semente de

uva.

Estudos anteriores tém registrado que o consumo do vinho tinto, aumenta as
concentragdes das enzimas antioxidantes e reduz o MDA (LANDEKA
JURCEVIC etal., 2017; MACEDO et al., 2013). Em estudo, Chassot et al., (2018)
reportou que ratos suplementados com dieta hipercolesterolémica e vinho tinto
com e sem alcool, registraram diminui¢do da SOD e CAT. O resveratrol, um dos
compostos antioxidantes mais abundantes no vinho tinto, ajuda na redugdo da
peroxidacdo lipidica causada pelo etanol e melhora os niveis das enzimas

antioxidantes CAT, SOD e GPx (KASDALLAH-GRISSA et al., 2007).

Estudos similares tém reportado que o fornecimento da dieta
hipercolesterolémica contribui no aumento significativo do MDA no figado como
o reportou o trabalho de Mahfouz; Kummerow (2000), além da dieta
hipercolesterolémica provavelmente, o alcool presente no vinho tinto, acelerou
ainda mais a produ¢do de EROS na atividade mitocondrial (KASDALLAH-
GRISSA et al., 2007; SILVA; FERNANDES; CARVALHO, 2015), elevando a
peroxidagdo lipidica e tendo deplecdo das enzimas antioxidantes (LANDEKA
JURCEVIC et al., 2017; MAHFOUZ; KUMMEROW, 2000; SOZANSKI et al.,
2014; YANNI et al., 2015), ndo obstante foi evidenciado que a enzima SOD
aumentou tanto no grupo fornecido com vinho tinto 13 % (G3) como no grupo do

vinho tinto sem alcool (G6).

Os resultados mostraram que o vinho tinto aumentou a atividade da SOD,
favorecendo na estabiliza¢do do radical superdxido, contribuindo com a reducgao
do estresse oxidativo e, que a pesar de ter aumentado as enzimas antioxidantes
endogenas SOD e CAT no G6, de igual maneira o grupo apresentou maior
produgdo de proteinas carboniladas em relacdo ao G2. Indicando novamente, que
provavelmente, os compostos fendlicos e o alcool presente no vinho tinto
trabalham juntamente para preservar a homeostase hepatica em coelhos

hipercolesterolémicos.
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Na avaliacdo dos parametros biométricos ndo foi encontrada diferenga do peso
corporal entre os grupos, porém a variagao do peso (ganho de peso) foi observada
no G3 e G5 em relagdo ao G4 ¢ G6 que foram os grupos que apresentaram perda
de peso ao final do experimento. O aumento de peso dos animais, foram resultados
similares a outros estudos que avaliaram o efeito hipercolesterolémico em
coelhos, como relatado por Wang et al. (2005) que também observaram aumento
de peso nos coelhos que alimentaram com uma dieta de 1,5 % de colesterol, e
também em coelhos alimentados com 0,5 % de colesterol (YANNI et al., 2015).
Nao obstante a diminui¢do do peso corporal no G4 e G6 foi similar ao reportado
num estudo com ratos que foram alimentados com etanol e resveratrol (AJMO et
al., 2008).

O aumento do peso corporal como do figado pode estar relacionado com a dieta
hipercolesterolémica e o fornecimento do vinho tinto; j& que o vinho tinto ¢é
considerado uma fonte hipercalorica, que pode interferir nas fungdes metabolicas
(FRENCH et al., 2010; MIHAILOVIC-STANOJEVIC et al., 2016), o que poderia
ter influenciado ainda mais no acimulo de gordura no figado, sem afetar o nimero
de hepatocitos totais. Papadomichelakis; Zoidis; Fegeros (2012) reportaram que o
peso do figado esté relacionado com as mudangas do conteudo de colesterol e o
glicogénio. O G5 apresentou maior tamanho do figado em relagdo ao G4, e
também o G5 junto com o G6 apresentaram maior densidade em relagdo ao G1 e
(G2, indicando que tiveram menor acimulo de lipidios. Isto provavelmente se deva
a protecao exercida pelo vinho tinto com e sem alcool, pois na analise histologica,
tanto os grupos fornecidos com vinho tinto com e sem alcool apresentaram menor

acumulo de lipidios no tecido hepatico.

Em condi¢des normais, os 16bulos hepaticos sdo constituidos por corddes de
hepatdcitos que delimitam com os capilares sinusoides (KIERSZENBAUM A. L.,
2012). Em quadro de esteatose, que ¢ acumulacdo de lipidios (triglicérides) nos
hepatdcitos, ocorre a perda de organizacdo celular e hepatomegalia (TINIAKOS;
ANSTEE; BURT, 2018).

A esteatose ¢ caraterizada pelo acimulo de lipidios no citoplasma dos
hepatdcitos, principalmente TAG, onde vao se juntando até deslocar o nticleo até
a periferia da célula (CABALLERIA et al., 2012). No trabalho, houve presenga

de macrofagos e infiltrado inflamatdrio em todos os grupos avaliados; a presenga
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deles ¢ indicativo de danos nos hepatocitos ocasionado pelo aumento de lipidios
no tecido hepatico (CABALLERIA et al., 2012).

A porcentagem de lipidios no figado normal ¢ de 5 % aproximadamente
(TINIAKOS; ANSTEE; BURT, 2018); neste trabalho, a dieta
hipercolesterolémica, desenvolveu a esteatoses em todos grupos, pois o acumulo
de lipidios foi maior. A dieta hipercolesterolémica, levou ao acumulo de lipidios
em todos os grupos, destacando-se que o G1, foi o que mais acumulou, mostrando
uma desorganizagdo celular; aumento do volume citoplasmatico e celular.
Também foi observado presenca de capilares sinusoides, degeneragdo celular e
infiltrado inflamatério. O acumulo de lipidios causado pela dieta
hipercolesterolémica ¢ similar ao reportado por outros autores (Da COSTA
GUERRA et al., 2015; YANNI et al., 2015).

No grupo que recebeu a dosagem da sinvastatina, onde se esperava diminui¢ao
de lipidios e protecdo celular, observou-se notavel acumulo de lipidios quando
comparado com os grupos fornecidos com vinho tinto com e sem alcool; presenga
de infiltrado inflamatorio, coldgeno e desorganizagdo estrutural dos hepatocitos
também foi observado.

Os dados obtidos mostram que os grupos que receberam o vinho tinto com e
sem alcool apresentaram menos acumulo de lipidios nos hepatdcitos mostrando
melhor organiza¢ao tecidual, quando comparados com o G1 e G2. O acumulo foi
evidenciado em microvesiculas e macrovesiculas de lipidios, sendo carateristico
da esteatoses microvesicular (CABALLERIA et al., 2012). Também foi
observado nesses grupos regides com infiltrado inflamatorio, causado nao so6 pela
dieta hipercolesterolémica, mas também pelo alcool administrado. Tal fato pode
acontecer pois o consumo de alcool provoca oxidacdo dos acidos graxos e maior
producdo de EROS (CABALLERiA et al., 2012), sendo um fator para o
desenvolvimento de doencas hepaticas. Por outro lado, as antocianinas presentes
no vinho tinto ajudaram na prote¢ao dos hepatocitos. Outro fator que também
poderia estar acontecendo € que tanto os compostos fendlicos como o alcool
ajudam na protecao hepatica, pois o vinho tinto sem alcool apresentou acumulo
de lipidios similares os demais grupos fornecidos com o vinho tinto.

Com relagao ao tamanho dos hepatocitos, o0 G4 apresentou menor tamanho e
volume nuclear, citoplasmatico e celular, o qual pode estar relacionado com o

menor tamanho do figado, quando comparado com o G1. Além disso o G5 e G6
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apresentaram valores similares desses pardmetros comparados com o Gl,
sugerindo que a pesar de apresentar efeito protetor no tecido hepatico,
provavelmente os hepatocitos poderiam ter sofrido degeneragdo celular (apoptose
ou necrose). Confirmando que os beneficios do vinho tinto sdo devido a agdo
conjunta do alcool e os compostos fenolicos.

O grau de esteatose hepatica, foi significativamente inferior no G2, G3, G4, G5
e G6, quando comparados com o Gl que apresentou grau 2 de esteatose. Os
animais suplementados com o vinho tinto com e sem alcool esse indice foi < 2,
indicando que o actimulo de lipidios nos hepatocitos foi inferior a 50 %.
Confirmando que tanto a presenca ou auséncia de alcool no vinho tinto,
apresentam capacidade hepatoprotetora, sendo também mais eficiente que o
medicamento sinvastatina em diminuir os depdsitos de lipidios no figado de
coelhos.

Estudos similares tém reportado que o consumo de compostos fendlicos ajuda
na redug¢do do actimulo de lipidios no figado, como o evidenciado pelo (Da
COSTA GUERRA et al., 2015) os autores observaram que o extrato aquoso de
acai diminuiu os depdsitos de lipidios no tecido hepatico de ratos
hipercolesterolémicos. O consumo de suco de manga Uba também apresentou
reducao do desenvolvimento da doenca esteatose em ratos alimentados com ragao
hipercolesterolémica (NATAL et al., 2017). Rosenzweig et al., (2017)
Encontraram que o tempo de maceracdo ndo afetou as propriedades do vinho e
encontrou que o vinho com diferentes tempos de maceragdo melhora a esteatose
hepatica, a tolerancia a glicose e a sensibilidade a insulina.

Este ¢ o primeiro trabalho em que se avalia o efeito das dosagens de alcool no
vinho tinto e vinho tinto sem alcool na preven¢do da doenca hepatica gordurosa.
Os resultados exibidos demostram que tanto o vinho tinto com e sem alcool, ajuda
na prevencdo do desenvolvimento da esteatose provocada pelo fornecimento de
uma dieta rica em colesterol, obtendo melhores resultados que o uso de
sinvastatina, portanto, o consumo de uma taga de vinho tinto Cabernet Sauvignon
(150 mL) pode ser alternativa para reduzir o risco de desenvolver esteatose

hepatica.
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5. Conclusoes

O consumo de vinho tinto ndo alterou os parametros sanguineos do colesterol
e os marcadores hepaticos. Embora ndo houve alteracdes na inibicdo da
peroxidagdo lipidica, o vinho tinto com e sem alcool aumentaram as enzimas
antioxidantes SOD e CAT, no entanto, o vinho tinto sem alcool ndo foi eficiente

na reducdo da oxidagdo pela proteina carbonilada.

O consumo diario de vinho tinto com e sem &lcool foi capaz de reduzir o
acumulo de lipidios no tecido hepatico, especialmente nas porcentagens de alcool

de 13 % e 8 %, e obtendo melhores resultados do que a sinvastatina.
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7. CONCLUSOES GERAIS

O consumo moderado de vinho tinto com e sem alcool durante 30 dias em coelhos
hipercolesterolémicos ndo alterou os niveis no plasma sanguineo de Ct, HDL-C,
LDL, TG. Mas foi encontrado que o consumo de vinho tinto aumentou a atividade
da enzima antioxidante GST no tecido adrtico reduzindo o desenvolvimento da placa
de ateroma, além disso, o vinho tinto 13 % como o vinho tinto sem alcool
favoreceram no aumento das enzimas antioxidantes SOD e CAT reduzindo o dano

hepatico.

Foi evidenciado que o vinho tinto mesmo sem alcool foi capaz de diminuir o
acumulo de lipidios no figado, evitando a progressdo da esteatose e da placa de
ateroma. Apesar da sinvastatina ter reduzido a formacao da placa de ateroma, houve
grande quantidade de lipidios acumulados no tecido hepatico, o que pode levar ao
desenvolvimento da hepatotoxicidade. Portanto, nos coelhos hipercolesterolémicos
o vinho tinto pode ser utilizado como uma bebida alternativa para reduzir o risco de

desenvolver esteatose hepatica e evitar a formagao da placa de ateroma.
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