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RESUMO

Introducéo: A doenca hepética alcoolica (ALD) é resultante do consumo abusivo de alcool e
sua evolucdo é resultado do estresse oxidativo desenvolvido por esta ingestdo de etanol e seu
metabolismo. A possibilidade do uso combinado de antioxidantes merece uma investigacao
mais profunda a fim de encontrar mais dados sobre sua utilizacdo combinada. Objetivos:
Avaliar a associacdo da benfotiamina (BT) com o acido alfa lipdico (ALA) como tratamento
aos danos hepaticos provocados pela ingestdo crénica de etanol em modelo experimental.
Material e Métodos: foram utilizados 32 ratos Wistar machos recém desmamados foram
submetidos ao protocolo para o desenvolvimento de ALD e apds 30 dias foram divididos em
4 grupos e receberam suplementacdo antioxidante por 14 dias: E (etanol), EA (etanol + ALA),
EB (etanol + BT), EAB (etanol + ALA + BT). Ao fim do experimento, os animais foram
eutanasiados e foi coletado o figado para analise. Resultados: N&o houve diferenca entre
consumo e evolucdo ponderal entre os grupos. Também nao houve diferenca em relacdo a
concentracdo de tids ndo-proteicos e atividade enzimética da superdxido dismutase e catalase.
A concentracdo de vitamina E foi maior no grupo suplementado com acido alfa lipdico, e o
malondialdeido teve menor concentracdo no grupo EAB. Conclusdo: Os resultados do
presente estudo permitem concluir que a suplementacdo combinada de dois antioxidantes
pode trazer beneficios através da influéncia, exercida sobre componentes do sistema de defesa
antioxidante ndo-enzimatico, assim como sua acdo direta através da doagdo de hidrogénio a

espécies radicalares. Para elucidar esta questdo, mais estudos futuros sdo necessarios.

Palavras-chave: Doenca Hepatica Alcodlica. Estresse Oxidativo. Antioxidantes.



ABSTRACT
Introduction: Alcoholic liver disease (ALD) is a result of alcohol abuse and its evolution is a
result of the oxidative stress developed by this ethanol intake and its metabolism. The
possibility of the combined use of antioxidants merits further investigation in order to find
more conclusive data on their combined use. Objectives: To evaluate the association between
benfotiamine (BT) and alpha lipoic acid (ALA) as a treatment for liver damage caused by
chronic ethanol ingestion in an experimental model. Material and methods: Thirty-two male
Wistar rats, 60-90g, after a period of adjustment and adaptation to the liquid diet, and were
submitted to protocol for the development of ALD and after 30 days were divided into 4
groups: E (ethanol) , EA (ethanol + alpha-lipoic acid), EB (ethanol + benfotiamine), EAB
(ethanol + alpha-lipoic acid + benfotiamine) and received antioxidant supplementation for 14
days as a treatment. At the end of the experiment, the animals were euthanized and the liver
were collected for analysis. Results: There was no difference between consumption and
weight evolution between the groups. There was also no statistically significant difference in
relation to the concentration of non-protein thiols and the enzymatic activity of superoxide
dismutase and catalase. The concentration of vitamin E was higher in the group supplemented
with alpha lipoic acid, and malondialdehyde had a lower concentration in the EAB group.
Conclusion: The results of the present study allow to conclude that the combined
supplementation of two antioxidants can bring benefits through the influence exerted on
components of the non-enzymatic antioxidant defense system as well as its direct action
through the hydrogen donation to radical species. To elucidate this issue, more future studies

are needed.

Keywords: Alcoholic Liver Disease. Oxidative stress. Antioxidants.



Figural -

Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -
Figura 11 -

Figura 12 -
Figura 13 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Formac&o mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ROS) via

cadeia transportadora de elétrons...........cccceoeiieieiiiine e 18
Etapas da lipoperoXidaGao...........ccccviieiieieciieie e 19
Integracao do sistema antioxidante enzimatico............c.ccevvveveriverreennns 23
Vias de oxidacéo do etanol no hepatdcito...........ccccevevriiciniic e 26
Reacdo de oxidagdo do etanol pela ADH............ccooeiiincicicnice 27
Delineamento experimental.............ccccvviieeii e s 38

Ganho de peso médio (em gramas) dos animais (Grupo E: controle,
Grupo EA: etanol + 4cido alfa lipdico, Grupo EB: etanol +
benfotiamina, Grupo EAB: etanol + acido alfa lipdico +
benfotiamina) durante periodo experimental. (p>0,05)...........ccccceennee. 41
Ingestdo semanal média de dieta liquida (mL) nos grupos (Grupo E:
controle, Grupo EA: etanol + &cido alfa lipdico, Grupo EB: etanol +
benfotiamina, Grupo EAB: etanol + acido alfa lipdico +
benfotiamina) durante periodo experimental. (p>0,05)...........ccccceuennen. 41
Ingestdo semanal média de etanol (g) nos grupos (Grupo E: controle,
Grupo EA: etanol + 4cido alfa lipdico, Grupo EB: etanol +
benfotiamina, Grupo EAB: etanol + acido alfa lipdico +

benfotiamina) durante periodo experimental. (p>0,05)...........ccccevennee. 42
Concentracdo de MDA. a= p<0,05 em relacdo a EAB.............c...c......... 42
Atividade enzimética. (A= atividade enzimatica da SOD; B=

atividade enzimatica da CAT)....ccooe e 43
TIOIS NAO PrOLEICOS. .. .eivieieeiiriecte ettt sre e 43

Concentracdo de vitamina E. a= p<0,05 em relagéo a E; b= p<0,05

EM IElaGBo @ EA ... 44



Tabela 1 -
Tabela 2 -
Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS

Acdes e mecanismos de enzimas antioxidantes...................
Acdes e mecanismos de compostos antioxidantes ndo-enzi
Dieta liquida de Lieber e DeCarli (1989) para 1kg de dieta

maticos......



LISTA DE ABREVIACOES

4-HNE — 4-hidroxinonenal

ADH — alcool desidrogenase

ALA - acido alfa-lipoico

ALD — Doenca Hepatica Alcoodlica

ANOVA — andlise de variancia

CAT - catalase

CEUA — Comisséo de Etica no Uso de Animais

COBEA - Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
CYP2EL1 - citocromo 2E1

DHLA — &cido dihidrolipoico

DNA — &cido desoxirribonucleico

GPx — glutationa peroxidase

Grase — glutationa redutase

GSH — glutationa reduzida

GSSH - glutationa oxidada

HIV — Virus da imunodeficiéncia humana

HPLC — cromatografia liquida de alta performance

KCI - cloreto de potasio

LPO — peroxidacdo lipidica

MDA — malondialdeido

NAD+ — nicotinamida adenina dinucleotideo (oxidada)
NADH — nicotinamida adenina dinucleotideo (reduzida)
NADPH — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (reduzida)
NADP+ - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (oxidada)
NOAEL — Nivel de Efeito Adverso N&o Observado
OMS — Organizagdo Mundial da Saude

PUFA — écido graxos polinsaturados

ROS — espécies reativa de oxigénio

SOD - superoxido dismutase

TBA — &cido tiobarbitarico

UFTM — Universidade Federal do Triangulo Mineiro
USP-RP — Universidade de Sdo Paulo — Campus Ribeirdo Preto



1.2
1.3
13.1
1.3.2
14
1.5

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.4
3.4.1
3.4.2
3.4.3
3.4.4
3.4.5
3.5

4

5

6

SUMARIO

INTRODUGAO. ......coiieieieieeeeeeeeeteeee e ses s s, 14
CONSUMO DO ALCOOL E SUAS CONSEQUENCIAS PARA A

SAUDE ...ttt 15
RADICAIS LIVRES E DANO OXIDATIVO.....ccccoiiiiiiiieineneese e, 17
SISTEMA ANTIOXIDANTE E ESTRESSE OXIDATIVO.........cccvevveennne. 20
ENZIMALICO.....cciiieiee et 21
NAO-ENZIMATICO. .....veiviirieiiiiereeeee et eneas 23
METABOLISMO E HEPATOTOXICICIDADE DO ETANOL........cccocuu.... 25
BENFOTIAMINA E ACIDO ALFA LIPOICO.........cccoevevirieiiseeieeiseissins 28
OBUJETIVOS ... .ottt e e rae e anneas 34
OBJETIVO GERAL....c.oiiiteieeee sttt 34
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......coiveieeeeeeieeeeeeeeeeeieves s esenisses s 34
MATERIAL E METODOS.......ooiieeteeeee et eetee e, 35
ASPECTOS ETICOS......coiiiiireieieieseisse st 35
MATERIAL....c.ootiieeece ettt et 35
IMETODOS. ...ttt 35
AGAPTAGAD. ...ttt 35
EXPEriMENTAGAD. ... ccuiiieeiiiecie ittt 35
Eutanasia e coleta de amoStras..........ccocvveiiiinieieie s 37
Delineamento experimental.............cccoovveviieiicie e 38
ANALISES LABORATORIAIS. ...ttt 38
Determinacgéo de malondialdeido (MDA) .......ccccoviiieieiiieieeeereeee e 38
Determinacao da atividade da catalase (CAT)....ccocovvvviiiiniinecieseei 38
Determinacéo da atividade da superdxido dismutase (SOD).................... 39
Determinacgao de tioiS NA0 ProteICOS........cceververvirieiieieierie e 39
Determinagao de VItamina E............cccooiiiiiiiiiiieecee s 40
ANALISE ESTATISTICA. ..o 40
RESULTADOS ..ottt sttt 41
DISCUSSAO. ..ot 45
CONCLUSAOQ........ooiieiiieies e 51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot eeeeee e e eer e 52



ANEXOS



14

1 INTRODUCAO

O alcool é consumido praticamente em todo o mundo. Segundo o Relatério Global
sobre Alcool e Satde da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) em 2014 e as Estatisticas
Mundiais de Saude de 2017, estima-se que individuos com idade de 15 anos ou mais
consumiram em torno de 6,4 litros de alcool em 2016, que equivalem a cerca de 13,99 por dia.

No Brasil, o consumo total estimado é equivalente a 8,9L por pessoa (WHO, 2017),
quantidade superior & media mundial. Estima-se que homens consumam 13,6L por ano, e as
mulheres, 4,2L por ano. Quando séo considerados apenas 0s individuos que consomem
alcool, esta média sobe para 15,1L de alcool por pessoa, sendo 8,9L para mulheres e 19,6L
para homens, segundo levantamento da Secretaria Nacional Antidrogas de 2007. E de acordo
com este mesmo estudo, 52% dos brasileiros acima de 18 anos bebem (pelo menos 1 vez ao
ano). Entre os homens sdo 65% e entre as mulheres 41%. Na outra ponta estdo os 48% de
brasileiros abstinentes, que nunca bebem ou que bebem menos de 1 vez por ano. No grupo
dos adultos que bebem, 60% dos homens e 33% das mulheres consumiram 5 doses ou mais na
vez em que mais beberam no dltimo ano. Do conjunto dos homens adultos, 11% bebem todos
os dias e 28% consomem bebida alcodlica de 1 a 4 vezes por semana (Secretaria Nacional
Antidrogas, 2007).

Dados da OMS descrevem que cerca de 3,3 milhdes de mortes mundiais anuais (5,9%)
ocorrem em decorréncias de doencas resultantes do uso de alcool; e no Brasil, a situacdo ndo é
muito diferente ja que o alcool esteve associado a 63% dos indices de cirrose hepatica (OMS,
2014; Secretaria Nacional Antidrogas, 2007).

O consumo de bebidas alcodlicas € um comportamento adotado pela maioria das
culturas. Seu uso é associado com celebraces, situacdes de negdcio e sociais, cerimdnias
religiosas e eventos culturais. Por outro lado, o consumo nocivo de alcool é responsavel por
cerca de 3% de todas as mortes que ocorrem no planeta, incluindo desde cirrose e cancer
hepatico até acidentes, quedas, intoxicacdes e homicidios (MELONI e LARANJEIRA, 2004).
Nos paises em desenvolvimento, entre eles o Brasil, as bebidas alcodlicas s&o um dos
principais fatores de doenga e mortalidade, com seu impacto deletério sendo considerado
entre 8% e 14,9% do total de problemas de saide dessas nacdes (MELONI e LARANJEIRA,
2004; World Health Report, 2002).
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1.1.  CONSUMO DO ALCOOL E SUAS CONSEQUENCIAS PARA A SAUDE

Tradicionalmente, os paises onde o consumo de alcool é permitido séo divididos em
paises “molhados” (culturas nas quais os indices de abstinéncia sdo baixos e¢ o vinho ¢ a
principal bebida de escolha) ¢ “secos” (a abstinéncia é mais comum, mas aqueles que bebem
costumam consumir grandes quantidades). Essa tipologia vem perdendo forca e sendo
substituida por uma crescente homogeneizacdo dos padrdes do beber e das preferéncias por
tipo de bebida alcodlica (BLOOMFIELD et al., 2003). Atualmente, os pesquisadores
direcionam sua atengdo sobre outros comportamentos relacionados ao beber, como, por
exemplo, a regularidade (frequéncia) com que se bebe, a quantidade do beber, a frequéncia do
beber em “binge”, sendo representado pelo consumo de &lcool acima de 5 doses para 0s
homens e 4 doses para as mulheres. No caso, cada dose possui acima de 13g de élcool e o
consumo € feito em um periodo de duas horas (GUNZARETH et al., 2004; NAIMI et al.,
2003; CDC, 2012).

Além de consequéncias como acidentes e violéncia, existem outras como doencas
cardiovasculares, sendo que sua relacdo com o consumo de alcool é um pouco complexa ja
que o efeito benéfico e cardioprotetor do consumo de baixas quantidades de alcool de
determinada origem desaparece quando o consumo do mesmo é aumentado. Em adicédo, o
consumo de alcool esta relacionado com hipertensdo arterial, fibrilacdo atrial e infarto
independentemente da bebida alcodlica consumida. (ROERECKE e REHM, 2012).

O diabetes mellitus mostra uma relacdo dupla com o consumo alcodlico ja que um
perfil de consumo de baixo risco tende a ser beneficial e de médio ou alto risco, extremamente
prejudicial (BALIUNAS et al., 2009). Diferindo das patologias citadas, ndo ha relacdo
benéfica com o alcool nos casos de sindrome fetal alcodlica e complicacdes em partos
prematuros, ja que essas condi¢Bes sdo diretamente induzidas pelo consumo alcodlico da
gestante (FOLTRAN et al., 2011), e em doengas infecciosas devido ao enfraquecimento do
sistema imune pelo consumo de &lcool, permitindo assim, o desenvolvimento de doengas
como pneumonia e tuberculose (LONNROTH et al., 2008).

Além disso, o consumo de alcool é considerado carcinogénico para as seguintes
categorias de cancer: boca, nasofaringe, faringe, orofaringe, laringe, es6fago, coélon e reto,
figado, pancreas e mama (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2012). Neste ultimo, o risco de desenvolvimento ja € aumentado com o consumo de apenas
uma dose por dia. (SEITZ et al., 2012; REHM e SHIELD, 2013; NELSON et al., 2013).

Apesar de todas essas relagfes ja existentes, uma nova foi observada entre 0 consumo

de alcool e o aumento de infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e outras
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doencas sexualmente transmissiveis (BALIUNAS et al., 2010; HAHN et al.,2011). Alguns
estudos detectaram que esta relacdo provavelmente ocorre devido as mudangas
comportamentais ocasionadas pelo &lcool, principalmente em relagdo ao comportamento
sexual aumentando assim, o risco da pratica de relacdes sexuais sem 0 uso de preservativos
(REHM et al., 2012).

Ja as doencas gastrointestinais possuem uma relacdo exponencial com o consumo de
alcool (REHM et al., 2010), sendo quanto maior o0 consumo, maior o risco e agravamento do
quadro da doenga. Nos casos de cirrose hepatica e pancreatite aguda ou crénica 0 consumo ou
ndo de alcool é tdo importante para o diagnostico e tratamento que ambas doencas possuem
classificacbes em subcategorias de “alcodlica” e “nao-alcodlica” (IRVING et al., 2009)

O termo Alcoholic Liver Disease (ALD) ou Doenga Hepéatica Alcodlica engloba
esteatose alcodlica, com ou sem fibrose significativa (em até 100% de usuérios de alcool cuja
ingestdo seja maior do que 60 g / dia), esteato-hepatite alcodlica (entre 10 e 35%), e cirrose
estabelecida em cerca de 15% (NICE Guidelines, 2010). A evolucdo natural da ALD parece
progredir de um figado normal, através de esteatose a fibrose e cirrose em alguns, porém néo
todos.

Em individuos que fazem uso abusivo do alcool as doencas hepaticas mais
encontradas sdo:

= Esteatose alcodlica (figado gorduroso). A deposicdo de gordura ocorre em quase todos
os individuos que fazem uso abusivo e frequente do alcool. Contudo, é uma condicéao
clinica que também pode ocorrer em individuos ndo alcoolistas, apds um Unico
episddio de uso abusivo do alcool. A esteatose corresponde ao primeiro estagio da
doenca hepética alcodlica. Caso o individuo pare de beber neste estagio, ele recuperara
sua funcdo hepatica. A esteatose também pode ocorrer em individuos diabéticos,
obesos, com desnutricdo proteica severa e usuarios de determinados medicamentos
(MINCIS e MINCIS, 2010).
= Hepatite alcodlica: esta condi¢do implica em inflamacdo com ou sem destruicdo do
tecido hepéatico. Os sintomas incluem: perda de apetite, ndusea, vOmito, dor
abdominal, febre e em alguns casos, confusdo mental. Embora esta doenga possa levar

a morte, na maior parte das vezes ela pode ser revertida com a abstinéncia alcodlica. A

hepatite alcoolica ocorre em aproximadamente 50% dos usuarios frequentes do alcool

(NIAAA, 1993).

= Cirrose alcodlica: E uma forma avancada de doenca hepatica decorrente de um dano

progressivo das células hepaticas. A cirrose costuma ser diagnosticada em 15 a 30 %
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dos usuarios cronicos e abusivos do alcool. Um figado cirrotico é caracterizado por

uma fibrose extensa que compromete o funcionamento do figado podendo inclusive

prejudicar o funcionamento de outros 6rgdos como cérebro e rins. Embora a cirrose
alcodlica possa levar o individuo a morte em funcdo de suas complicacfes (ex. falha
renal e hipertensdo portal), ela pode ser estabilizada pela abstinéncia completa do

alcool (MINCIS e MINCIS, 2010).

Estas trés condigdes clinicas costumam estar sequencialmente relacionadas, de forma
progressiva, da esteatose a cirrose. Contudo, alguns individuos podem desenvolver cirrose
sem ter tido hepatite e algumas hepatites de inicio subito e curso rapido levam a morte antes
de desenvolver cirrose (MINCIS e MINCIS, 2010).

1.2.  RADICAIS LIVRES E DANO OXIDATIVO

As moléculas, organicas e inorganicas, € 0s &tomos gue contém um ou mais elétrons
ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados como radicais livres.
Essa configuragdo faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis, quimicamente muito
reativas e com meia-vida curtissima, embora, a presenca dos radicais livres seja critica para a
manutencdo de muitas funcgdes fisiolgicas normais (POMPELLA, 1997).

Os mecanismos celulares de geracdo de radicais livres ocorrem, regularmente, nas
mitocondrias, membranas e no citoplasma. Tais mecanismos podem ser favorecidos pelos
ions ferro e cobre (KOURY e DONANGELO, 2003). Entretanto, a mitocdndria, devido a
cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora de radicais livres (GREEN et
al., 2004).

Em condicgdes fisioldgicas, os organismos aerdbicos metabolizam 85% a 90% do
oxigénio (O) consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons. Os
restantes 10% a 15% séo utilizados por diversas enzimas oxidases e oxigenases e, ainda, por
reacOes quimicas de oxidagdo direta (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Na mitocondria, 0 O, sofre reducédo tetravalente, com aceitagdo de quatro elétrons,
resultando na formacéo de agua (Figura 1). A enzima catalisadora dessa reacéo € a citocromo
oxidase (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Na parte terminal da cadeia transportadora de
elétrons, a referida enzima oxida quatro moléculas de citocromo ¢ removendo um elétron de
cada uma delas. Esses elétrons sdo adicionados ao O, para formar agua (KOURY e
DONANGELO, 2003). A a¢édo da citocromo oxidase controla a geracdo de radicais livres,

impedindo sua geragdo excessiva na mitocondria. No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio
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metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para outra via metabolica, e reduzidos de forma

univalente, dando origem aos radicais livres (BARBOSA et al,. 2010).

1) O, + 4e + 4H* » 2H,0 + energia

2)0}_"'6'—}02‘

3)20,-+2H —2 , Ho,

4)Fe/Cu +H,0, — 2 5 OH'+OH +Fe™/Cu

NH0,+ 0, — 0H +0H + (O

60, +NO° —» ONOO-

Figura 1. Formagdo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio (ROS) via cadeia transportadora de elétrons.
Fonte: A autora.

Nota: 1) Reducdo tetravalente do oxigénio, por meio da qual recebe quatro elétrons (e°) e quatro
ions de hidrogénio (H+), formando duas moléculas de &gua e liberando energia. 2) Geragdo do
radical superoxido (O¢) pela adicdo de um elétron a uma molécula de oxigénio no estado
fundamental. 3) Por meio de um processo denominado dismutacdo, o radical O,¢, ao receber ions
de hidrogénio, gera peréxido de hidrogénio. Tal reagdo é catalisada pela superéxido dismutase
(SOD). 4) Reacdo de Fenton: quando o H,O, reage com os ions de ferro ou cobre é gerado o
radical hidroxila (OH+). 5) Reacdo de Haber-Weiss: os referidos ions também podem catalisar a
reacdo entre H,0, e O,+, gerando da mesma forma OHz. 6) O radical O, pode também reagir com
oxido nitrico (NO«) gerando peroxinitrito (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Em decorréncia da reducdo do O, s@o gerados os radicais superoxido (Oz¢), hidroxila
(OHe*) e, ainda, perdxido de hidrogénio (H,0,). Esse processo se da mediante reacoes
especificas, catalisadas por enzimas e com a participacdo dos ions ferro e de cobre, como
mostrado na Figura 1 (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). O H,0,, apesar de ndo ser um
radical livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na sua ultima camada eletrdnica, € uma
espécie com alto potencial reativo. Por participar da reacdo de geracdo de OHe tem acao
deletéria potencial, uma vez que esse se constitui no mais reativo dos radicais livres, ja que
pode alterar qualquer estrutura celular que se encontre proxima. Diferente dos radicais livres,
0 H,0O, tem vida longa e é capaz de atravessar as membranas celulares sendo potencialmente
toxico para as células (SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Além da capacidade do O, em participar de rea¢des de geracdo de OHe, pode ainda,
por meio da reacdo com o radical livre Oxido nitrico (NOe), gerar a espécie reativa de
nitrogénio, peroxinitrito (ONOO), também potencialmente reativa (GREEN et al., 2004).

Os ions ferro e cobre sdo muito ativos em reacdes de Oxido-reducdo, o que 0s torna

potentes catalisadores das reacdes de geracao de radicais livres. A participacdo desses metais
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se da por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss. A primeira diz respeito a geracdo de
radical OHe, por meio da reagdo do H,O, com 0s ions em questdo, ao passo que, na segunda,
estes ions catalisam a reagdo entre 0 H,O; e o radical O,¢, a fim de gerar, da mesma forma, o
radical OHe (KOURY e DONANGELO, 2003).

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo (LPO) pode ser definida como uma cascata
de reacOes bioguimicas consequentes da acdo das espécies radicalares sobre 0s acidos graxos
insaturados das membranas celulares resultando na destruicdo de sua estrutura, faléncia dos
mecanismos metabolicos de troca e finalmente, morte celular (LIMA e ABDALLA, 2001).

Os radicais que mais afetam os lipideos sdo, principalmente, a hidroxila e a
hidroperoxila (AYALA, MUNOZ e ARQUELLES, 2014). A LPO talvez seja o evento
primario responsavel por desencadear sequéncia de leses na célula. Por alterar as membranas
resultam em problemas de permeabilidade, alterando o fluxo i6nico e de outros componentes.
E tudo resulta em alteracGes no acido desoxirribonucleico (DNA) e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular (LIMA e ABDALLA, 2001).

O processo pode ser descrito de maneira geral como o ataque a lipideos, especialmente
acidos graxos poli-insaturados (PUFA) por radicais livres, que envolve a retirada de um
atomo de hidrogénio de um carbono, com a insercdo de um oxigénio, que resulta na geracédo
de radicais peroxilipidicos e hidroperdxido lipidicos (AYALA, MUNOZ e ARQUELLES,
2014).

A LPO ¢é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de iniciacdo, propagacéo e
terminacdo. Estas etapas estdo apresentadas nas reacfes seguintes (Figura 2), onde L

representa o lipidio:

Iniciagdo: LH + OHe» (ou LO») = Lo+ H20 (ou LOH)

Propagagio: L« + Oz = LO0-

LH +L0O0s- = L«+ LOOH

Terminacio: LOO= + Ls = LOOL

LOO« +LOO»

=LOOL + 02

Figura 2. Etapas da lipoperoxidacao.
Fonte: Adaptado de Ferreira e Matsubara, 1997.
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Na fase de iniciacdo a hidroxila, por exemplo, sequestra o hidrogénio do acido graxo
poliinsaturado da membrana celular, com consequente formagéo do radical lipidico (L¢). Na
primeira fase de propagacdo, o Le reage rapidamente com o oxigénio, resultando em um
radical peroxila (LOO¢) que sequestra o hidrogénio do acido graxo poliinsaturado, formando
novamente o Le, que continua a reacdo em cadeia e um hidroperoxido lipidico (LOOH). O
término da LPO ocorre apenas quando os radicais (Le e LOO¢) propagam-se até a destruicdo
dos mesmos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; AYALA, MUNOZ e ARQUELLES,
2014; LIMA e ABDALLA, 2001).

A LPO pode formar produtos secundarios, como aldeidos, durante seu processo. Entre
os diferentes aldeidos formados, os principais sdo o malondialdeido (MDA) e o 4-
hidroxinonenal (4-HNE), sendo o primeiro considerado o mais mutagénico e o segundo, 0
mais toxico (AYALA, MUNOZ e ARQUELLES, 2014).

O MDA, como visto anteriormente, € o produto final formado no processo de LPO
pelo ataque de espécies reativas de oxigénio e é considerado um marcador deste processo
(DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005). Utilizando o0 MDA como marcador e indice de
peroxidacdo lipidica em individuos com doenca hepética alcoolica, € possivel encontrar uma
correlacdo positiva entre os niveis de MDA e o aumento da gravidade da doenca
(MASALKAR e ABHANG, 2005).

1.3. SISTEMA ANTIOXIDANTE E ESTRESSE OXIDATIVO

O sistema de defesa antioxidante tem como funcédo a inibicdo e/ou reducdo os danos
causados pelos efeitos deletérios dos radicais livres e/ou espécies reativas. Estas acbes podem
ser alcancadas através de diferentes mecanismos de reacdo, seja impedindo a formacao destes
radicais (conhecido como sistema de prevencgdo); ou impedindo a agdo destas moléculas
(sistemas varredores); e finalmente, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
bioldgicas lesadas, conhecido como sistemas de reparo (BARBOSA et al., 2010; KOURY e
DONANGELO, 2003; CLARKSON e THOMPSON, 2000). E importante ressaltar que o
estresse oxidativo ndo ocorre com a formag&o de radicais livres, mas sim de um desequilibrio
entre a geragdo de compostos oxidantes e a atua¢do dos sistemas de defesa antioxidante.

Este sistema de defesa e dividido em enzimatico e ndo-enzimatico, sendo que neste
ultimo, € composto por uma variedade de antioxidantes que podem ter origem enddgena ou

exogena/dietética. Estas substancias podem agir de duas formas: diretamente, neutralizando a
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acao dos radicais livres e espécies ndo-radicais; ou indiretamente, participando dos sistemas
enziméticos com tal capacidade (HALLIWELL e WHITEMAN, 2004).

1.3.1 Enzimético

Os antioxidantes enzimaticos incluem superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (Tabela 1). Estas enzimas atuam como mecanismos de
prevencdo, impedindo e/ou controlando a formag&o de radicais livres e espécies ndo-radicais
que estdo envolvidos com o inicio das reacdes em cadeia que resultam com a propagacdo e
amplificacdo do processo e, consequentemente, com danos oxidativos (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Tabela 1. Ac¢Ges e mecanismos de enzimas antioxidantes

Enzima Acéo

SOD SOD-Cu/Zn (citoplasma) SOD-Mn
(mitocondria). Catalisa a conversdo do
radical superéxido em peroxido de

hidrogénio.

CAT Catalisa a conversdo de peroxido de

hidrogénio em oxigénio e agua.

GPx Catalisa a conversdo de peroxido de

hidrogénio em agua.

Adaptado de Barbosa et al., 2008.

A CAT e GPx possuem um mesmo proposito, o de impedir o acimulo de perdxido de
hidrogénio. Tal acdo € de extrema importancia, j& que o peroxido através das reacdes de
Fenton e Haber-Weiss, resulta na geracdo do radical OHe, como visto na Figura 1
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).

Este mesmo radical (OH¢) € considerado como o de maior potencial reativo e com
extrema instabilidade, possuindo uma vida média de 9-10 segundos, sendo dificilmente
sequestrado pelos agentes antioxidantes. Devido a estas caracteristicas a hidroxila é o radical
mais propicio para a producdo de danos oxidativos e é o principal iniciador da peroxidacéo
lipidica que tem como consequéncia a alteracao da funcédo biolodgica das membranas celulares.
Este mesmo radical ainda tem a capacidade de agir com proteinas realizando a alteracdo de

sua funcdo bioldgica e estrutura, e ainda pode atacar o DNA (WELCH et al., 2002).
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Tendo em vista a potencialidade dos radicais, em especial o OHe, é de extrema
importancia um equilibrio entre as enzimas antioxidantes para que a integralidade celular seja
mantida. Logo, a GPx deve receber um olhar mais cuidadoso j& que a sua acdo depende da
manutencdo do ciclo redox da glutationa, por meio do controle da relagdo entre glutationa
reduzida (GSH) e oxidada (GSSH) (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER e
OLIVEIRA, 2004; ROVER JR; HOEHR; VELLASCO, 2001).

E necessario levar em consideracdo que a atividade das enzimas em questio muitas
vezes depende da participagdo de cofatores enzimaéticos, especialmente antioxidantes de
origem dietética. Estes cofatores podem diferir de acordo com os compartimentos celulares de
acao das enzimas. A SOD, por exemplo, pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma,
é dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na mitocdndria, necessita do
manganés (SOD-Mn). A GPx também existe sob duas formas: dependente e independente de
selénio e pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocondria (FERREIRA e MATSUBARA,
1997; GREEN et al., 2004).

A Figura 3 mostra de maneira integralizada a acao do sistema antioxidante enzimatico.
Nela, vemos por meio da reacdo de dismutacdo, a SOD catalisando a geracéo do peroxido de
hidrogénio (H20,) a partir do radical superoxido (O,¢). A CAT e GPx se integram para
impedir o acimulo de H,0,, sendo que o acumulo desta espécie reativa possibilita, por meio
das reagdes de Fenton e Haber-Weiss, a geracdo de OHe. A GPx reduz o H,0; a 4gua através
da conversdo de GSH em GSSH, em uma reacdo de oxidacdo que envolve a formagéo da
ligacdo dissulfeto na forma dimérica oxidada desse peptideo. Portanto é de extrema
importancia a acdo da glutationa redutase (Grd) na recuperacdo da GSH, permitindo a
manutencdo do ciclo redox da glutationa e, consequentemente, do equilibrio do sistema de

defesa enzimatico.
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REACAO DE FENTON
- OH-

02 —_—" HEOE

L 4

REACAO DE HABER-WEISS
H,0,+H,0 H,0, 2GSH \ / NADP+
CGPx Ged
0, H,0 2ZH,0 GSSH j \ NADPH

Figura 3. Integrac@o do sistema antioxidante enzimatico.
Nota: superdxido dismutase (SOD); peréxido de hidrogénio (H,O,); oxigénio (O,); radical
superoxido (0Oy); glutationa reduzida (GSH); glutationa oxidada (GSSH); glutationa redutase
(Grd); agua (H,0); catalase (CAT); radical hidroxila (OHY); glutationa peroxidase (GPx);
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, em sua forma oxidada (NADP+); nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato, em sua forma reduzida (NADPH).

Fonte: A autora.

1.3.2 NA&o-enzimético

O sistema antioxidante ndo-enzimatico inclui, principalmente, compostos
antioxidantes de origem dietética, entre 0s quais podemos destacar as vitaminas, minerais e
compostos fendlicos (Tabela 2). O 4cido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol e -caroteno
sdo compostos potencialmente antioxidantes. Assim como os carotenoides, sem atividade de
vitamina A, como licopeno, luteina e zeaxantina. Ja entre 0s minerais podemos destacar o

zinco, selénio, cobre e magnésio (KRUGER et al., 2015).
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Tabela 2. Ac¢Ges e mecanismos de compostos antioxidantes ndo-enzimaticos.

Antioxidante Acéo

Vitamina A Protecdo contra a oxidacdo de lipideos e
DNA

Vitamina C Reducdo de espécies reativas de oxigénio

(ROS) em meio hidrofilico

Vitamina E Protecdo contra a peroxidagdo dos A&cidos
graxos insaturados da membrana celular.

Converte Oy ¢ H,O, em espécies menos

reativas
Cobre, zinco, magnésio e selénio Cofatores de enzimas antioxidantes
Outros carotenoides Protecdo contra a oxidagéo de lipideos
Fitoquimicos Protecdo contra a oxidacdo de lipideos e
DNA

Adaptado de Barbosa et al., 2008.

A vitamina C é um composto removedor de oxigénio que atua capturando o oxigénio
presente no meio, através de reacBes quimicas estaveis, tornando-o, consequentemente,
indisponivel para atuar como propagador da autoxidacdo (RAMALHO e JORGE, 2006).
Além disso, tem o alto poder antioxidante de reciclar a vitamina E no processo de
peroxidacdo lipidica das membranas e lipoproteinas (OMONI e ALUKO, 2005; VALKO et
al., 2004).

Vitamina E, na sua forma ativa a-tocoferol, é encontrada em lipoproteinas e
membranas, atuando no bloqueio da reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica, através do
sequestro do radical peroxila (SOUSA et al., 2007).

Os compostos fenolicos agem neutralizando ou sequestrando radicais livres e quelando
metais de transicdo. Os intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fenolicos séo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas
substancias. A capacidade antioxidante destes compostos é atribuida ao poder redutor do
grupo hidroxila aromatico, que reduz radicais livres reativos (SOARES, 2002).

O mecanismo pelo qual os carotendides protegem os sistemas biologicos dos radicais
livres depende da transferéncia de energia do oxigénio excitado para a molécula do
carotendide (SOUSA et al., 2007). Os carotendides reagem principalmente com os radicais

peréxidos e com o0 oxigénio molecular. Carotendides como o B-caroteno e o licopeno,
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exercem fungdes antioxidantes em fases lipidicas, bloqueando os radicais livres que danificam
as membranas lipoproteicas (SHAMI e MOREIRA, 2004), apesar de que ja foi visto que o B-
caroteno pode agir como pré-oxidante quando administrado com etanol (PORTARI et al.,
2003).

Usualmente, os estudos voltados a acdo de compostos antioxidantes sdo limitados a
avaliacdo de nutrientes e/ou alimentos isolados. Fato que resulta em uma limitacdo
metodologica, uma vez que ndo é levado em consideracdo a interacdo entre os nutrientes e
alimentos que podem atuar de forma sinérgica na protecdo contra os danos oxidativos. Logo,
¢ possivel que ocorram erros na interpretacdo dos resultados referentes ao potencial
antioxidante do composto estudado (BARBOSA et al., 2010).

Para avaliar o potencial antioxidante in vivo dos compostos ndo-enziméticos é
necessario entender que sua acdo depende de algumas varidveis, como: absor¢do e
biodisponibilidade em condicdes fisiologicas; concentracdo plasmatica ideal para
desempenhar sua atividade antioxidante; tipos de radicais livres gerados no processo
oxidativo; em qual compartimento celular foram gerados e como foram gerados (BIANCHI e
ANTUNES, 1999).

Portanto, a acdo de um composto antioxidante pode variar de acordo com o
compartimento celular ou tecido no qual atua. Por exemplo, a vitamina C apresenta atividade
antioxidante contra radicais livres gerados em meio hidrofilico. Em contrapartida, esta
vitamina pode ndo ser capaz de inibir os radicais livres que propagam as reagdes de
peroxidacdo lipidica em meios lipofilicos. Ja os flavonodides possuem agdo antioxidante em
ambos os compartimentos celulares, lipofilico e hidrofilico (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

No estudo de Huang et al. (2002) a vitamina C foi capaz de aumentar a capacidade
antioxidante total do soro, fato que ndo ocorreu com a vitamina E. Os autores ressaltam que
esse resultado reflete o fato de a vitamina C, ao contrario da E, possuir um melhor

desempenho antioxidante em um ambiente hidrofilico.

1.4. METABOLISMO E HEPATOTOXICIDADE DO ETANOL

Os efeitos do alcool sobre o estresse oxidativo podem ser diretos ou ainda mediados
por seus metabolitos secundarios, sendo marcante sua atuacdo sobre a reducdo dos niveis
plasmaticos ou séricos dos antioxidantes dietéticos, entre eles: a-tocoferol, &cido ascorbico e
selénio (BARBOSA et al., 2010).
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Por ser uma substancia soluvel em &gua e lipidios, o etanol pode difundir-se
rapidamente através da membrana mucosa do esofago e estdmago. Depois de sua absorcao o
etanol aparece tanto no ar expirado como na urina, ele ndo é armazenado no corpo, logo
qualquer quantidade ingerida serd oxidada, sendo metabolizado completamente no figado.
(ANTIA e ABRAHAM, 1997; EASTWOOD e PASSMORE, 1986).

Na presenca de intoxicacdo por etanol, os sistemas de oxidacéo do etanol sdo grandes
fontes geradoras de anions superoxido e peroxido de hidrogénio (ALBANO, 2006).

De maneira resumida, o hepatdcito conta com trés vias para a metabolizacao do etanol
(Figura 4) que estdo localizadas em diferentes compartimentos intracelulares: alcool
desidrogenase (ADH) no citosol, citocromo P450 na mitocondria e catalase nos peroxissomas
(LIEBER, 2005; BANSAL et al., 2010). Cada uma destas vias poderia produzir radicais livres
que afetam o sistema antioxidante e resultam na producédo de acetaldeido. A via cléssica do
metabolismo do etanol, que é catalisada pela alcool desidrogenase para formar acetaldeido
resulta na formacéo de radicais livres (SETSHEDI, WANDS e MONTE, 2010).

Quando consumido de forma moderada a maior parte do etanol é metabolizado pela
alcool desidrogenase no figado, ja a via do citocromo P450 2E1 é induzida quando ha
consumo de alcool cronico, logo, este mecanismo se torna cada vez mais importante conforme

0 aumento do abuso de consumo alcodlico.

Alcool desidrogenase

NAD- NADH+HY

CH;CH,OH N CH;CHO
Etanol Acetaldeido

Citocromo P450

NADPH  NADP+

CH;CH,0H + H*+ 0O, U _ CH;CHO + H,0,
Etanol g Acetaldeido

CH,CH,0H + H,0, CATALASE _ CH;CHO + 2H,0
Etanol " Acetaldeido

Figura 4. Vias de oxidagéo do etanol no hepatdcito (Fonte: A autora).
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Em adicdo a esta reagdo mitocondrial, o citocromo 2E1 (CYP2E1) também pode ser
um catalizador para formacdo de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS),
principalmente nas formas de &nion superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxietila
(CUNNINGHAM e BAILEY, 2001). Essas moléculas sdo altamente reativas, e como 0
acetaldeido, atacam macromoléculas ocasionando comprometimento ou perda funcional
podendo resultar em até morte celular (PATEL et al., 2005; PORTARI et al., 2008).

Como visto na Figura 4, quando o etanol é oxidado a acetaldeido pela ADH, é gerada
uma producdo excessiva de nicotinamida adenina dinucleotideo na forma reduzida (NADH),
ja que a nicotinamida adenina dinucleotideo na forma oxidada (NAD+) é reduzido a NADH
durante a reacdo (Figura 5). Logo, a proporcdo de NADH / NAD+ se torna elevada no
hepatdcito, mais precisamente no citosol, gerando alteracGes metabdlicas que incluem, por
exemplo, a inibicdo do ciclo do &cido citrico e da oxidagdo de acidos graxos (LIEBER 2005;
DAS e VASUDEVAN, 2007).

CH4CH,OH
NAD
ADH
H™+ NADH
CHLC — H
[
o

Figura 5. Reagdo de oxidacdo do etanol pela ADH (Adaptado Gramenzi et al., 2006).

Os efeitos deletérios do etanol sdo atribuidos a inducdo destes processos metabdlicos,
gue resultam no aumento da sintese de espécies reativas de oxigénio (BRADFORD et al.,
2005; LIU et al., 2005; STEWART et al., 2004). Logo, 0 estresse oxidativo € um elemento
essencial para o avanco da doenca hepatica alcoolica, pois desempenha um papel critico no
dano hepatico além de gerar ROS em decorréncia do metabolismo do etanol que oxidam
estruturas, causam peroxidagdo lipidica e modificagdo de proteina podendo chegar ao ponto
de causar dano ao DNA (DAS e VASUDEVAN, 2007).

Estudos sugeriram que o metabolismo do etanol além de estar diretamente relacionado
a geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, também esta envolvido na deplegéo
dos componentes do sistema antioxidante e aumento nos niveis de marcadores especificos,
sobretudo malondialdeido (DAS e VASUDEVAN, 2007; LECOMTE et al., 1994).
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Huang et al. (2009), ratificaram o efeito do alcool sobre o estresse oxidativo,
analisando em 76 individuos alcodlatras, marcadores especificos. Tal andlise, quando
comparada a do grupo controle (19 individuos saudaveis, ndo bebedores), mostrou niveis
séricos significativamente maiores de malondialdeido, e menor atividade da superdxido
dismutase.

O etanol ministrado de forma aguda em altas doses também aumenta a permeabilidade
intestinal resultando em sensibilizacdo da mucosa até endotoxemia (QU et al., 2015) através
de mecanismos dependentes de estresse oxidativo (YAMASHINA et al.,2005). O estresse
oxidativo contribui para dano hepatocelular e estimula a deposicédo de colageno pelas células
hepaticas estreladas (ZIMA et al., 2005).

1.5.  BENFOTIAMINA E ACIDO ALFA LIPOICO

Em 1965, o Comité de Pesquisa em Vitamina B no Japdo forneceu informacdes
detalhas sobre a historia do beribéri, e agora ja temos o conhecimento de que é causado pela
deficiéncia de tiamina. A doenca é conhecida desde a antiguidade e seu nome original era
“kakke” e seus registros podem ser encontrados desde o ano de 808. O percentual da
mortalidade da populacdo japonesa declinou de 30% em 1920, para 0,5% em 1969 apds a
descoberta da etiologia da deficiéncia de tiamina (LONSDALE, 2006).

Com o passar do tempo, gradualmente ficou evidente que a ingestdo de arroz polido
causava beribéri, mas que a ingestdo de gérmen ou farelo de arroz, cevada e feijao vermelho,
mesmo se ingerido com o arroz polido, prevenia a doenca. Funk e Cooper isolaram uma
substancia do residuo do polimento do arroz e chamaram de ‘“vitamina”, logo, com mais
descobertas, esta substancia foi chamada de tiamina (LONSDALE, 2006).

O alcoolismo € geralmente associado a uma séria deficiéncia de nutrientes e vitaminas
(MANZARDO et al., 2013). Os péssimos habitos alimentares de individuos alcodlatras sdo
compostos da combinacdo dos efeitos do alcool na absorgdo de nutrientes e a ingestdo dos
mesmo. (LIEBER, 2003).

Considerando que a ingestdo inadequada € a principal causa de deficiéncia da tiamina
nos paises subdesenvolvidos, na maioria dos paises do mundo existe uma relacdo estreita
entre alcoolismo e sindrome de Wernicke-Korsakoff, sendo que esta relacdo o alcoolismo,
que representa mais de 95% dos casos (THOMSON, 2000). Carl Wernicke descreveu pela
primeira vez a desordem em 1881 em trés casos, sendo dois associados a dependéncia crénica
de alcool e um com vOmitos persistentes apds o envenenamento por acido sulfarico. Os

sintomas que ele registrou incluiram distrbios do movimento do olho, ataxia da marcha,
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polineuropatia e alteragdes mentais, incluindo apatia, diminuicdo do tempo de atencdo e
tempo e espaco de desorientacdo (DAY et al., 2004).

O trabalho de Alexander (1939) e, em seguida, Jolliffe (1941) estabeleceu o papel da
deficiéncia de tiamina na causa e tratamento disturbio. Sergei Korsakoff deu o primeiro relato
abrangente da sindrome agora conhecida como psicose de Korsakoff em 1887. Ele descreveu
uma série de caracteristicas, incluindo delirio, mas a desordem passou a ser caracterizada por
perda de memdria recente, mas com relativa preservacdo de outras funcdes intelectuais. Os
dois distarbios foram reunidos por Victor e colaboradores em 1971 (DAY et al., 2004).

Distarbios neuroldgicos, e em especial a neuropatia diabética, tém sido tratados com
vitamina B1, entretanto, a biodisponibilidade da administracdo oral de sais de tiamina
hidrofilicos é baixa comparado a analogos lipofilicos (PORTARI, VANNUCCHI e JORDAO
JR; 2013).

Sabe-se que a tiamina livre € transportada através do plasma por transportadores de
alta afinidade, mas a taxa de transporte é geralmente lenta. Por essa razdo, uma variedade de
derivados lipofilicos de tiamina foi sintetizada. Estes compostos podem facilmente difundir
através do plasma membranas, evitando assim o sistema de transporte de necessario para
tiamina livre. Uma vez incorporada as células, esses derivados lipofilicos podem ser
rapidamente convertidos a tiamina através de processos enzimaticos ou ndo enzimaticos
(VOLVERT et al., 2008).

O primeiro derivado lipofilico de tiamina foi extraido de alho no inicio de 1950. Desde
entdo, varios analogos desta molécula foram sintetizados com a esperanca de que eles seriam
melhores absorvidos e tivessem uma biodisponibilidade maior do que cloridrato ou
mononitrato de tiamina. Esses dissulfetos lipofilicos sdo referidos como "alitiaminas"
(VOLVERT et al., 2008).

Em 1954, Fujiwara descobriu um grupo de derivados de tiamina lipossoliveis, dentre
eles, benfotiamina (S-benzoiltiamina monofosfato) é a mais efetiva e segura para uso, sua
administracao oral eleva os niveis de tiamina no sangue e em tecidos de forma mais eficaz do
que os derivados soluveis. Isso acontece porque a benfotiamina € primeiramente
desfosforilada nas vilosidades do intestino por uma fosfatase alcalina extracelular gerando um
composto mais lipossoluvel, a S-benzoiltiamina, que se difunde facilmente pelas membranas
das células intestinais e endoteliais e entra na circulagdo mesentérica sendo capturada pelo
figado, no qual é hidrolisada em tiamina por tioesterases dos hepatocitos (VOLVERT et al.,
2008).
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As doses administradas variam de 300-450mg por dia, dividida em mais de uma dose.
Também foram mostrados efeitos benéficos em estagios finais de doenca renal e neuropatia
alcodlica (ALTERNATIVE MEDICINE REVIEW, 2006). E ja foi demonstrado que a
benfotiamina diminui danos oxidativos ao DNA induzido por agente mutagénico (4-
nitroquinolinel-oxide- NQO), o que sugere uma acao antioxidante da benfotiamina (SCHMID
et al., 2008).

O uso da benfotiamina é mais indicado devido a sua melhor biodisponibilidade como
antioxidante em comparagdo com a tiamina na forma de hidrocloreto, exercendo assim, um
papel fundamental na preservacdo do sistema antioxidante hepatico quando o mesmo sofre 0s
efeitos da administragdo aguda de etanol similar a um “binge” alcodlico (PORTARI et al.,
2008).

A vitamina B1 (tiamina) é uma vitamina sulfurada solivel em agua que tem um papel
essencial no metabolismo energético no ciclo da acido tricarboxilico, atuando como coenzima
para: a transcetolase, o0 o-cetoglutarato desidrogenase na mitocondria e piruvato
desidrogenase, que fazem parte do complexo multienzimatico do ciclo do acido citrico
(DEPEINT et al., 2006a).

Como visto em paragrafos anteriores, a deficiéncia de tiamina é frequentemente
relacionada ao consumo crénico de alcool. As circunstancias que podem ser responsaveis por
esta associagdo sdo: ingestdo insuficiente de tiamina, diminuicdo da formagdo da coenzima
ativa, reducdo dos estoques hepaticos e inibicdo do transporte intestinal de tiamina devido ao
alcool (NETZEL et al., 2000).

Trabalhos prévios mostraram que a tiamina (na forma de benfotiamina ou tiamina
pirofosfato) teve um impacto positivo sobre a redugdo do dano oxidativo e/ ou sobre o
aumento da atividade enzimética do sistema antioxidante (YILMAZ et al., 2015; PORTARI
etal., 2016; MANZARDO et al., 2013).

Além disso a tiamina (vitamina B1) tem papel chave no metabolismo dos carboidratos
e € depletada pelo metabolismo do alcool, sendo interessante sua suplementacdo em quadros
de ingestéo crénica de etanol (PORTARI et al., 2013; MARTIN et al., 2003).

Para aumentar a formacdo de antioxidantes e 0s niveis de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH, em sua forma reduzida), a tiamina usa a via da pentose
fosfato. A forma ativa da tiamina € a pirofostato que como cofator é essencial para a atividade
da transcetolase no citosol e a piruvato desidrogenase, além de também ser cofator para uma
série de desidrogenases: mitocondrial, a-cetoglutarato e cetodcidos de cadeia ramificada
(YILMAZ et al., 2015; DEPEINT et al., 2006b).
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A tiamina pirofosfato catalisa a descarboxilagdo oxidativa de a-cetodcidos liberando
CO,. Estes cetoacidos incluem piruvato, a-cetoglutarato e metabodlitos de aminoacidos de
cadeia ramificada, entre outros. Estes trés complexos enzimaticos possuem estrutura e
mecanismos similares. No processo, NAD+ ¢é convertido em NADH que pode ser reoxidado a
NAD+ pela cadeia transportadora de elétrons na mitocondria gerando trés moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) para cada NADH formado (DEPEINT et al., 2006b).

Em adicdo, a tiamina pirofosfato também é cofator da transcetolase, uma enzima
presente no citosol que catalisa a duas rea¢des da via da pentose fosfato que possui um papel
importante na producdo de NADPH para manutencdo do estado redox celular e niveis de
glutationa (DEPEINT et al., 2006b).

No trabalho de Mehta, Dedina e O’Brien (2011), a tiamina também diminuiu a
toxicidade mitocondrial em hepatécitos que provavelmente estava conectada ao seu papel
como coenzima mitocondrial para a piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase,
sendo que ambos podem terem sido desativadas pelas ROS (DEPEINT et al., 2006b).

Em um modelo animal de intoxicacdo alcoolica aguda, suplementacdo de tiamina
impediu alteragcdes nos parametros relacionados a peroxidacéo lipidica, possivelmente devido
a interacdo e regeneracdo da glutationa (PORTARI et al., 2008). Além disso, a suplementacédo
de tiamina foi eficaz no tratamento da hepato e neurotoxicidade em dois estudos, em que a
intoxicacdo por etanol foi induzida por 90 dias de administracdo de alcool, seguido de 30 dias
de abstinéncia e tratamento antioxidante (VIDHYA, RENJUGOPAL, INDIRA, 2013;
AMBADATH, VENU, MADAMBATH, 2010).

O é&cido alfa-lipdico (ALA) é um composto dissulfeto de oito carbonos que
desempenha um papel metabdlico como cofator do complexo da piruvato desidrogenase, além
disso, € um poderoso antioxidante (KAYA-DAGISTANLI et al., 2013). E sintetizado por
plantas e animais e metabolizado primeiramente no figado através da oxida¢do mitocondrial.
ALA age como cofator de enzimas mitocondriais chaves que controlam a oxidagao da glicose.

O ALA extingue uma série de ROS, quela metais de transicdo e previne peroxidacéo
lipidica da membrana e dano proteico através de suas interacbes com a vitamina C e a
glutationa. Também participa da reciclagem das vitaminas C e E, e aumenta os niveis de
glutationa, além de poder passar a barreira hematoencefalica e ser capaz de reduzir o estresse
oxidativo no cérebro através da reducdo dos niveis de peroxido de hidrogénio pela glutationa
peroxidase (PEANA et al, 2013).

Além disso, a agdo benéfica do ALA pode ser resultado de sua capacidade de reduzir

NADPH, restaurar o contetdo de GSH/GSSH e aumenta a expressdo mitocondrial de enzimas
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antioxidantes chaves, como a glutationa redutase. ALA tem uma atividade Unica como
antioxidante pois € um antioxidante direto para a extin¢cdo de ROS em sua forma oxidada e
reduzida, além de ser sollvel em &agua e lipideos, portanto, possui a¢do antioxidante no
citosol, assim como na membrana plasmética, soro e lipoproteinas, em contraste com a
vitamina C, que é hidrofilica, e a vitamina E, que é hidrofébica. ALA pode eliminar os
radicais hidroxila, &cido hipocloroso e oxigénio singlete, e sua forma reduzida &cido
dihidrolipdico (DHLA) elimina os radicais superdxido e os radicais peroxil, impedindo assim
a peroxidagdo mediada por radicais livres das proteinas, e ainda tem a propriedade salubre de
neutralizar os radicais livres sem se envolver no processo (GORACA et al., 2011; MOINI,
PACKER e SARIS, 2002).

ALA e DHLA tém sido considerados antioxidantes universais que agem tanto na fase
aquosa guanto na membrana, e agem em sinergia com outros antioxidantes (como glutationa,
vitamina C e vitamina E), e tém a capacidade de reciclar outros antioxidantes como acido
ascorbico e vitamina E (SILVA; PORTARI e VANNUCCHI, 2016).

Ambos tém propriedades universais, entre elas esta incluso a capacidade de extinguir
uma variedade de espécies reativas de oxigénio, inibir compostos geradores destas espécies e
poupar outros antioxidantes (PACKER; WITT e TRITSCHLER, 1995). Além disso, 0 ALA
também pode melhorar o estado do estresse oxidativo na célula através da eliminacdo de
radicais livres, do bloqueio de dano ao DNA induzido pelo oxigénio singlete, do aumento dos
niveis intracelulares de glutationa e da reducdo dos peréxidos lipidicos (TIBULLO et al.,
2017).

Ja foi demonstrado que ALA tem efeitos benéficos em pacientes com estagio
avancado de cancer devido ao aumento da atividade da glutationa peroxidase e diminuicdo do
estresse oxidativo (MANTOVANI et al., 2003). ALA é também utilizado como agente
terapéutico em outras variadas condigdes relacionadas & doenca hepética, incluindo danos
ocasionados pelo alcool, danos ocasionados ao figado por uma dieta rica em &cido graxos
O0mega-6, envenenamento por cogumelos e metais pesados (BUSTAMANTE et al., 1998;
GORACA et al., 2011; KAYA-DAGISTANLLI, et al., 2013).

O ALA pode ser eficiente na prevencao do desenvolvimento de esteatose hepética e
fibrose hepatica (MIN et al., 2010; PARK et al., 2008). Também é usado para o tratamento de
neuropatias diabeéticas e doencas hepaticas (BUSTAMANTE et al., 1998; STEVENS et al.,
2000; GORACA et al., 2011).

No trabalho de Pari e Murugavel (2004) o tratamento com acido a-lipdico e silimarina
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mostrou um efeito protetor significativo, mantendo os niveis de antioxidantes nao
enzimaticos. Sugerindo até que sua associagdo com outro antioxidante foi capaz de fornecer
protecdo ao preservar a integridade da estrutura da membrana hepatocelular contra um agente
oxidante e iniciador da peroxidacéo lipidica.

Tambem ja foi mostrado em outro estudo mais recente o efeito sinérgico do ALA. Foi
observado que a suplementacdo combinada de ALA associado ao exercicio aerobico
aumentou os niveis de vitamina E que indica um efeito sinérgico da substancia. A
relativamente alta concentracdo de vitamina E no musculo esquelético foi devido a supresséo
do consumo de vitamina E por causa da eliminacdo de ROS realizada pelo ALA (CHAE,
SHIN e KIM, 2008)

Em relacdo a seguranca do uso oral de ALA, um estudo conduzido em ratos por dois
anos, mostra o Nivel de Efeito Adverso N&o Observado (NOAEL) de 60mg/kg/dia
(CREMER et al., 2006), que é um valor semelhante e compativel os valores encontrados por
outros estudos feitos com ratos, com a duracdo do periodo expeirmental variando entre 28
dias e seis meses (CREMER et al., 2006; FUKE et al., 1972).

A possibilidade do uso combinado das substancias citadas acima (benfotiamina e
acido alfa lipoico), com efeito benéfico em modelos experimentais de alcoolismo e tratamento
com antioxidantes quando utilizadas separadamente, merecem uma investigacdo mais
profunda a fim de encontrar dados mais conclusivos sobre sua utilizagdo combinada.

A hipotese deste estudo € que a benfotiamina e o acido alfa lipbico atuem como
antioxidantes, de forma mais potente e eficaz quando combinados, auxiliando o sistema

antioxidante hepatico a combater os danos causados pelo consumo crdnico de etanol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo é avaliar a associacdo da benfotiamina com o &cido alfa
lipbico como tratamento aos danos hepaticos provocados pela ingestdo cronica de etanol em

modelo experimental.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar os danos ocasionados pelo estresse oxidativo atraves de marcador proprio;
o Verificar alteracGes na atividade enzimatica da superoxido dismutase;

o Verificar alteracOes na atividade enzimatica da catalase;

e Auvaliar os niveis hepéticos de tidis ndo-proteicos

e Auvaliar os niveis hepéticos de vitamina E.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOSETICOS

Todos os procedimentos experimentais foram iniciados somente ap6s aprovagdo do
projeto pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Tridngulo
Mineiro (CEUA/UFTM) sob protocolo de niumero 401 (Anexo A), por estarem de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA).

Neste experimento todos os animais foram tratados de maneira adequada, evitando
situacbes que gerassem desconforto, anglstia e dor. Esses principios foram empregados
durante todo o experimento incluindo o processo de eutanasia. O alojamento proporcionou
condicBes de vida adequadas as espécies, contribuindo para sua satde e conforto. Seguindo
todas as especificagcdes da Lei n°® 11.794, de 8 de Outubro de 2008.

3.2 MATERIAL

Foram usados 32 ratos machos (BYKOV; JARVELAINEN, H.; LINDROS, 2003;
SEGAWA et al., 2008) sadios e recém-desmamados da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
com peso entre 60-90g, procedentes do biotério geral da USP-RP (Universidade de Sdo Paulo
— Campus Ribeirdo Preto) (Anexo B). Durante o periodo de experimentacdo, 0s animais
foram mantidos em gaiolas semi-metab6licas, com um animal por gaiola, em ambiente
silencioso com temperatura controlada (25 + 1°C), foto-periodo artificial e automatico de

12/12 horas tendo livre acesso a agua e ao alimento.

33 METODOS
3.3.1 Adaptacao

Duracéo: 1 semana

Logo apos o recebimento, os animais foram mantidos sob observagdo durante 7 dias
para adaptacdo ao novo ambiente. O propdésito da adaptacdo foi reduzir o estresse do animal

de maneira que ndo interferisse no seu consumo de ragdo e agua.

3.3.2 Experimentacao
Duracéo: 47 dias
Os 32 ratos machos e sadios ficaram 7 dias em adaptacdo recebendo racdo do biotério

(AIN-93) e um periodo de 3 dias de adaptacéo a dieta liquida com etanol (Tabela 3) de Lieber
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e DeCarli (1989), sendo que o etanol foi gradativamente introduzido na seguinte proporcao:
no primeiro dia a dieta continha 10% de calorias provenientes do etanol, no segundo dia 25%
e no terceiro dia 35,5% (WIESER et al., 2016). Apos 30 dias, os animais foram divididos em
4 grupos, com 8 animais cada, sendo que o grupo EB (Etanol + Benfotiamina), EA (Etanol +
ALA) e EAB (Etanol + ALA + Benfotiamina) tiveram suas dietas suplementadas com
benfotiamina (100mg/L de dieta) e/ou &cido alfa-lipdico (500mg/L de dieta) (KOWLURU e
ODENBACH, 2004; SUDESH et al, 2000):
Grupo Etanol (E): Dieta controle contendo etanol (35,5% em relacdo ao valor cal6rico total);
Grupo Etanol + Benfotiamina (EB): Dieta contendo etanol (35,5% em relacdo ao valor
caldrico total) suplementada com benfotiamina (100mg/L de dieta);
Grupo Etanol + ALA (EA): Dieta contendo etanol (35,5% em relacdo ao valor calérico
total) suplementada com &cido alfa-lipdico (500mg/L de dieta);
Grupo Etanol + ALA + Benfotiamina (EAB): Dieta contendo etanol (35,5% em relacdo ao
valor caldrico total) suplementada com benfotiamina (100mg/L de dieta); e acido alfa-lipdico
(500mg/L de dieta).

Os animais do grupo E serviram como controle para o desenvolvimento da doenca
hepética alcodlica e os animais dos grupos EB, EA e EAB receberam a dieta suplementada
por 14 dias como forma de tratamento para a doenca hepatica alcodlica, sendo importante

ressaltar que todas as dietas foram ofertadas ad libitum.
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Tabela 3. Composicédo da dieta liquida de Lieber e DeCarli (1989) para 1kg de dieta

Ingredientes Gramas Kcal Etanol PTN(g) CHO() VLIP(g)
Amido de Milho 16 56,2 0 0,1 13,9 0
Caseina (equivalente a 49,24 176,4 0 44,1 0 0
89,57% de proteina)

Cistina 0,5 2 0 0,5 0 0
Metionina 0,3 1,2 0 0,3 0 0
Sacarose 10,53 42,1 0 0 10,5 0
Celulose 10 0 0 0 0 0
Oleo de soja 38,89 350 0 0 0 38,89
Mistura Mineral 8,75 7,4 0 0 1,8 0
Mistura Vitaminica 2,5 9,8 0 0 2,4 0
Bitartarato de colina 0,25 0 0 0 0 0
Sorbato de Potassio 3,5 0 0 0 0 0
Etanol 50 355 50 0 0 0
TOTAL 1000 50 45 28,8 38,9

35,5% 18% 11,5% 35%

Kcal: quilocaloria; PTN: proteina; CHO: carboidrato; LIP: lipideos.

Durante toda fase de experimentacdo (47 dias) foi realizada a afericdo do volume do
bebedouro uma vez por dia para avaliar a quantidade de dieta ingerida e por consequéncia a
quantidade de suplementacdo consumida, ja a pesagem dos animais foi realizada uma vez por

Semana.

3.3.3 Eutanésia e coleta de amostras

No final da fase de experimentacdo os animais foram anestesiados com quetamina
(100mg/kg) e xilasina (10mg/kg) e eutanasiados atraves de exsanguinagdo por puncao
cardiaca e laparotomizados para coleta do figado. O mesmo foi prontamente pesado em
balanca analitica e apds anotar as aliquotas foi imerso em nitrogénio liquido para
congelamento instantaneo e posterior armazenamento em freezer a -20°C.

Apols a coleta foram analisados: atividade hepatica da catalase (CAT), atividade
hepética da superdxido dismutase (SOD), tidis ndo protéicos, malondialdeido (MDA), niveis

hepéticos de vitamina E.
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3.3.4 Delineamento Experimental

O delineamento experimental é representado na Figura 6.

- Dietaliquida de Lieber e Divisho dos animais em 4
Adaptagéo ao DeCarli (1989) grupos (n=8/grupo).
ambiente (n=32) Inicio da suplementagiio na
dietaliquida
Adaptagdo a dieta
liqgmda (n=32)
/ Eutanasia dos animais e
I coleta de matenial
bioldgico
| ] | | ]
I | I | 1
7 3 30 14
dias dias dias dias

Figura 6. Delineamento experimental

3.4  ANALISES LABORATORIAIS

3.4.1 Determinacdo de malondialdeido (MDA)

O figado foi homogeneizado em cloreto de potassio 1,15% (KCI) e a determinacéo de
MDA foi feita segundo 0 método de Tatum, Changchit e Chow (1990) que consiste na reacdo
do MDA com o é&cido tiobarbitirico (TBA), sendo o aduto TBA-MDA extraido com
isobutanol e identificado atraves de detector fluorimétrico na cromatografia liquida de alta
performance (HPLC). A fase mdvel consistiu em tampdo fosfato 50mM, metanol e
acetonitrila (72:17:11) e os parametros de deteccdo foram 515nm (excitacdo) e 550nm

(emisséo).

3.4.2 Determinacéao da atividade da catalase (CAT)

A amostra de figado foi homogeneizada sob banho de gelo com tampéo fosfato 50mM
pH 7,0 em proporcao de 1:40. A atividade da catalase foi determinada seguindo o método de
Aebi (1984) o qual se baseia no acompanhamento da decomposi¢do de H,O, determinada
espectrofotomicamente a 240nm e tendo a absorvéncia registrada no tempo de 30 segundos. O

meio de reacdo foi composto de 2000 uL de homogenato hepéatico sendo que a reacdo foi
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iniciada com adic¢do de 1000 pL de H,O, 30mM. Os valores foram expressos em U/ mg de

proteina (Ptn).

3.4.3 Determinacéo da atividade da SOD

A atividade da SOD foi avaliada utilizando 0 método de inibicdo da autoxidacdo de
pirogalol (MARKLUND e MARKLUND, 1974). A reacao foi realizada em tampéo Tris-Cl
50 mM/EDTA 1 mM pH 8,2. 1 mL de tampao foi adicionado a 50 pL. de homogenato. Em
seguida foi adicionado 1 mL de 0,2 mM de pirogalol/tampéo potéssio- fosfato 50 mM pH 6,5.
A alteracdo dos valores de absorvéncia da solucdo foi observada em espectrofotdmetro em
comprimente de onda de 420 nm.

Para calcular a porcentagem de inibicdo da auto-oxidacdo de pirogalol foi usada a

seguinte formula:

% de inibicdo da autoxidacdo do pirogalol = (AAmax)XmO

(2A)
Na formula, AA representa a alteracdo da absorvancia da autoxidacdo do pirogalol no
teste da amostra e AAmax a alteracdo da absorvéncia da autoxidacéo do pirogalol no controle,
onde 0 homogenato foi substituido por agua destilada.
Logo, uma unidade de atividade de SOD representa a quantidade necessaria para inibir a
autoxidacdo de pirogalol em 50% por minuto. Os valores foram expressos em U/ mg de

proteina (Ptn)

3.4.4 Determinacdo de tidis ndo proteicos

Os tidis ndo proteicos equivalem principalmente aos niveis de glutationa reduzida
(GSH). A analise foi realizada por método colorimétrico que consiste na reacdo do grupo
sulfidrila. O tecido foi homogeneizado com tamp&o EDTA 0,02M. Foram adicionados a 5mL
de homogenato, 4mL de agua destilada e 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 50%. Apds 15
minutos de espera, a mistura foi centrifugada a 3000g por 15 minutos. Foram retirados 2mL
do sobrenadante e misturados com 4 mL de tampédo Tris 0,4M (pH 8,9) e 0,1 mL de 4cido
5,5'-ditiobis-2- nitro-benzoico (DTNB). Posteriormente a mistura foi submetida a leitura
espectrofotométrica em comprimento de onda de 412nm. A concentracdo foi calculada
utilizando-se coeficiente de extingdo molar de 13100 M.cm™ (SEDLAK; LINDSAY, 1968).
As concentracOes de tiois ndo protéicos foram representadas em relagdo a concentracdo de

proteinas totais no tecido.
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3.4.5 Determinagéo de vitamina E

A vitamina E também foi determinada através do HPLC, seguindo o método de
Arnaud et al. (1991) com adaptacdes. Os figados foram homogeneizados com agua destilada e
padrdo interno (acetato de tocoferol 5mM) e adicionados de etanol e hexano. A mistura foi
centrifugada e a fase superior foi extraida e secada com nitrogénio gasoso.

Em seguida, foi suspensa em fase mdvel (acetonitrila /metanol/diclorometano;
65:10:25) e injetada para deteccdo a 292nm. Os resultados foram expressos em micromol por

miligrama de massa fresca (MF).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados em planilhas e analisados utilizando as ferramentas
estatisticas do software Graphpad Prism 6. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo da média. Previamente a aplicacdo dos testes estatisticos apropriados para a
comparagdo entre 0s grupos experimentais, a normalidade da distribuicdo amostral e a
homogeneidade da variancia foram avaliadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de
Bartlett, respectivamente.

Os dados encontrados foram paramétricos para todos os parametros testados. Para
avaliar a evolucdo ponderal e a progressdo do consumo de dieta conforme as semanas no
periodo experimental, foi utilizado teste ANOVA two way de medidas repetidas. Os demais
dados foram comparados por ANOVA one-way utilizando-se do teste post hoc de Tukey. Os

niveis de significancia adotados foram de 95% (p<0,05).
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4 RESULTADOS

A evolucdo do peso dos animais durante periodo experimental estd representada na
Figura 7. N&o foi observada diferenca no ganho de peso entre os grupos (p>0,05).
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Figura 7. Ganho de peso médio (em gramas) dos animais (Grupo E: controle, Grupo EA: etanol + &cido alfa
lipdico, Grupo EB: etanol + benfotiamina, Grupo EAB: etanol + &cido alfa lipdico + benfotiamina) durante
periodo experimental (p>0,05).

A curva de ingestdo semanal da dieta liquida nos grupos de animais esta representada
na Figura 8. N&o foi observada diferenca na ingestdo entre os grupos durante as semanas
(p>0,05). Também ndo ocorreram diferencas na ingestao semanal de etanol (Figura 9).
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Figura 8. Ingestdo semanal média de dieta liquida (mL) nos grupos (Grupo E: controle, Grupo EA: etanol +
acido alfa lipdico, Grupo EB: etanol + benfotiamina, Grupo EAB: etanol + &cido alfa lipéico + benfotiamina)

durante periodo experimental (p>0,05).
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Figura 9. Ingestdo semanal média de etanol (g) nos grupos (Grupo E: controle, Grupo EA: etanol + &cido alfa
lipéico, Grupo EB: etanol + benfotiamina, Grupo EAB: etanol + acido alfa lipdico + benfotiamina) durante

periodo experimental (p>0,05).

A concentracdo de MDA (Figura 10) foi menor no grupo EAB (6,35+1,21
nmol.mgPtn™) em relagdo ao controle E (10,06+1,88 nmol.mgPtn™). Os valores do grupo

EAB também foram significativamente menores do que no grupo EA (9,86+1,69 nmol.mgPtn

1).
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Figura 10. Concentracdo de MDA. a= p<0,05 em relagdo a E; b= p<0,05 em relagdo a EA. (Grupo E: controle,
Grupo EA: etanol + &cido alfa lipdico, Grupo EB: etanol + benfotiamina, Grupo EAB: etanol + cido alfa lipdico

+ benfotiamina).
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As atividades enzimaticas (Figura 11), tanto da catalase (Figura 11A) quanto da
superoxido dismutase (Figura 11B) ndo apresentaram diferencas significantes entre os grupos
(p>0,05). Também ndo foram encontradas diferencas na concentragdo de tidis ndo protéicos
(Figura 12) no tecido hepético(p>0,05).
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Figura 11. Atividade enzimatica (A= atividade enzimatica da SOD; B= atividade enzimatica da CAT). (Grupo
E: controle, Grupo EA: etanol + &cido alfa lipdico, Grupo EB: etanol + benfotiamina, Grupo EAB: etanol +

acido alfa lipdico + benfotiamina).

IC
o 6 -
q’ I
©
(@]
=
; ——
c 4
5 ——
5 o
o L=
L 2= -
o |:-
o e
1 ||
S e
=z
0 07 ' '
) 2 Q>
— Qx\?\ Q/Q) Q/V

Figura 12. Tiois ndo-protéicos. (Grupo E: controle, Grupo EA: etanol + 4cido alfa lipdico, Grupo EB: etanol +

benfotiamina, Grupo EAB: etanol + 4cido alfa lipdico + benfotiamina).
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Os niveis de vitamina E (Figura 13) foram maiores no grupo EA (2,35£0,23 umol.mg
MF™) em relacdo ao E (0,60+0,37 pmol.mg MF™). Também foram maiores, em relacéo aos
grupos EB (1,00+0,94 umol.mg MF™) e EAB (0,82+0,31 pmol.mg MF™).
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Figura 13. Concentracdo de vitamina E. a= p<0,05 em relacdo a E; b= p<0,05 em relacdo a EA. (Grupo E:
controle, Grupo EA: etanol + &cido alfa lip6ico, Grupo EB: etanol + benfotiamina, Grupo EAB: etanol + acido
alfa lipdico + benfotiamina).
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a associa¢do de dois antioxidantes como tratamento
aos danos hepéticos provocados pela ingestdo cronica de etanol em modelo experimental
animal. Os efeitos desta associacdo foram avaliados através de alguns niveis, como a
atividade enzimatica do sistema antioxidante, assim como o malondialdeido que sinaliza o
estresse oxidativo.

Para isso, os animais foram submetidos a uma dieta com 35% das calorias
provenientes do etanol, baseada no modelo de Lieber e DeCarli (1982), sem alteracdes para o
grupo controle, e com alteracbes para 0s grupos suplementados, sendo a adicdo da
suplementacdo Unica ou combinada de benfotiamina e &cido alfa-lipdico. Como os gréficos
nas Figura 7 e Figura 8 mostram, ndo foi observada diferenca no ganho de peso dos animais e
no consumo de dieta ao longo das semanas de experimento e, a ingestdo de etanol (Figura 9)
também se manteve constante e sem diferencas entre 0s grupos.

O élcool pode afetar diversos 6rgaos. Ja foi observado que danos ao figado causados
por ingestdo alcoolica foram ocasionados pelo metabolismo oxidativo desta substancia no
figado, j& que 95% do alcool ingerido é metabolizado no figado (LIEBER, 1997). Esta
metabolizacdo ocorre através de 3 vias principais, sendo a via da enzima alcool desidrogenase
a mais importante, realizando a metabolizacdo no citosol das células do figado. O produto
comum de todas as vias é a geracao de radicais livres (LIEBER, 1997).

Estresse oxidativo é definido como o desequilibrio dos niveis de espécies pro-
oxidantes e antioxidantes (com o aumento das espécies pré-oxidantes) que leva ao dano
oxidativo de moléculas celulares. Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo naturalmente
gerados em pequenas quantidades durante reacdes metabolicas e contém pelo menos um
oxigénio em sua estrutura molecular, incluindo o anion superéxido (O;), perdxido de
hidrogénio (H,0O;), radical hidroxila (*OH) e 6xido nitrico (NO) (SUGIMOTO e TAKEI,
2017).

Ja os antioxidantes incluem a enzima superoxido dismutase, catalase, glutationa e
glutationa peroxidase. A exposicdo ao etanol, seja ela aguda ou cronica, resulta na producéo
de ROS e na reducdo da atividade das enzimas do sistema antioxidante (SUGIMOTO e
TAKEI, 2017).

ROS podem causar dano de varias formas, incluindo peroxidacédo lipidica (causada
principalmente pelos radicais resultantes da metabolizagdo do etanol pelo citocromo P450,

que é a principal via de metabolizagdo quando h& cronicidade de ingestdo), resultando na
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destruicdo de membranas biologicas, e inibi¢do da B-oxidacdo levando a um acumulo de
acidos graxos nos hepatocitos, resultando em esteatose hepética (REDDY e RAO, 2006;
SAPKOTA e WYATT, 2015).

Na Figura 10 é mostrado que os niveis de MDA hepatico foram menores no grupo
EAB do que no grupo EA e no grupo E, porém, ndo houve diferenga entre os niveis quando
comparado com o grupo EB. Como visto anteriormente, 0 MDA é um subproduto da
peroxidacdo lipidica e, portanto, um marcador de dano resultante de estresse oxidativo
induzido pelo etanol. Os resultados do presente estudo sugerem que a presenca da
benfotiamina tenha colaborado para a diminuicdo dos niveis de MDA hepatico.

A tiamina produz efeitos antioxidantes em aldeidos, polifendis, acido ascorbico e,
similarmente ao &cido ascorbico e cisteina, impede a oxidacdo do grupamento sulfidrila nas
células, além de ser efetiva ao combater produtos da LPO. O complexo de tiamina-acido
ascorbico inibe a oxidacdo de radicais livres, além disso, altos niveis de radicais livres no
cérebro e produtos da LPO no figado foram encontrados em ratos com deficiéncia de tiamina
(LUKIENKO et al., 2000).

Logo, o efeito antioxidante da tiamina é resultante de sua oxidacdo e que pode ocorrer
através de duas vias independentes: a divisdo do grupo NH; do anel de pirimidina com a
formacao de tiamina triciclica (2H" + 2¢"), e a abertura do anel tiazolico seguida da perda de
H* + e, sendo que no segundo caso o OH™ pode ser integrado no componente tiazélico da
tiamina (LUKIENKO et al., 2000).

Entretanto, ja foi visto que o ALA e DHLA podem atuar de forma sinérgica com
outros compostos antioxidantes e podemos pensar nesta possibilidade devido ao resultado
mostrado na Figura 10, onde o grupo EAB teve menor concentragdo de MDA e, portanto,
menor dano oxidativo decorrente da LPO. Esta explicagdo é consistente com o0s resultados de
outros estudos que relataram que a administracdo de ALA para ratos idosos aumentou oS
niveis enzimas antioxidantes nas mitocondrias e aumentou as concentracbes de GSH e
vitaminas C e vitamina E (ARIVAZHAGAN, RAMANATHAN e PANNEERSELVAM,
2001; CHAE, SHIN e KIM, 2008).

O ALA é soluvel em ambientes lipidicos e aquosos, sendo prontamente absorvido pela
dieta, transportado pelas células e reduzido a DHLA (CHAE, SHIN e KIM, 2008). O DHLA ¢
um dos poucos antioxidantes que é capaz de reagir com radicais peroxila de maneira tdo
rapida através de um mecanismo de transferéncia de hidrogénio. Isso esta relacionado a
estrutura Unica de DHLA que coloca o grupamento sulfidrila e carboxilato (-COO") a uma

distancia ideal para “aprisionar” o radical peroxila e transferir um 4tomo de hidrogénio para
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ele, que é exatamente da mesma forma como os locais ativos das enzimas antioxidantes
funcionam, isto &, o catalisador esta proximo do sitio reativo em um lugar ideal para a reagéo
(CASTANEDA-ARRIAGA e ALVAREZ-IDABOY, 2014).

E possivel observar que no presente estudo, niveis de vitamina E menores foram
encontrados no grupo EAB (Figura 13). Isso pode ser explicado ja que a vitamina E pode ter
sido reduzida através da reciclagem do ubiquinol, ascorbato e GSH durante os ciclos redox do
ALA e DHLA (CHAE, SHIN e KIM, 2008).

Também neste estudo, as avaliagdes do estado redox dos marcadores mostraram que a
suplementacdo ndo promoveu alteracGes nas atividades da SOD, CAT e GSH (sendo este
ultimo o principal representante dos tidis ndo protéicos), como pode ser visto nas figuras 11 e
12.

E um resultado que difere de outros estudos (MASALKAR e ABHANG, 2005;
BAILEY et al., 2001; KESSOVA e CEDERBAUM, 2007) que mostram a diminuicdo da
SOD, CAT e GSH quando o etanol é administrado, e 0 aumento quando 0 mesmo ¢€ retirado
ou quando o tratamento é iniciado. Entretanto existem diversos motivos para tal. E necessario
levar em consideracdo que a forma de administracdo do etanol e a composicao dietética pode
ter influéncia nos resultados, assim como o tempo de duracdo do experimento e, a
possibilidade de adaptacéo fisioldgica dos animais a administracdo do etanol (COUDRAY et
al., 1993). Contudo, existem relatos na literatura que mostram que a administragdo de etanol
de maneira cronica ou aguda néo alterou enzimas do sistema antioxidante (COUDRAY et al.,
1993; MACDONALD, 1973; MUNOZ et al.,, 1987), mesmo quando a duracdo do
experimento atingiu 30 semanas (DINU, NECHIFOR e MOVILEANU, 2005).

Como visto anteriormente neste trabalho, o beber em “binge” é um padréo de ingestdo
alcodlica que deve levar a concentracdo de alcool no sangue a 0,8g/L (NIAAA, 2016). Esta
concentracdo é geralmente obtida apds 4 doses para mulheres e 5 doses para homens no
periodo de duas horas. Em modelos experimentais com animais, esta concentracdo pode ser
atingida através da administracdo do etanol via gavagem, ja que naturalmente os animais ndo
consomem voluntariamente concentra¢Ges alcodlicas que produzam intoxicacdo (CRABBE,
HARRIS e KOOB, 2011).

As divergéncias ndo ocorreram apenas em relacdo a atividade enzimética. Em relacéo
a peroxidacéo lipidica alguns autores mostraram um aumento deste processo apds a ingestdo
de alcool (SHAW et al., 1998; MATSUMURU et al., 1980; AKKUS et al., 1997), enquanto
outros mostraram um resultado contrario para mesma situacdo (DIANZANI, 1985;
INOMATA, RAO e TSUKAMOTO, 1987; COUDRAY et al., 1993).



48

O papel da SOD dependente de manganés (Mn-SOD), que €é a principal enzima
antioxidante celular, no estresse oxidativo induzido pelo &lcool que resulta em danos ao
figado ainda € controverso. Um estudo mostrou que mutagdes no gene da Mn-SOD podem
levar a0 aumento da mesma, fato que resulta em um risco para doenga hepatica alcoodlica
severa em humanos (DEGUL et al., 2001). Enquanto outros mostram a diminuicdo da
expressao e atividade da Mn-SOD no figado de ratos devido ao consumo de etanol (KOCH et
al., 2000).

A metabolizacdo do etanol pela catalase € uma das principais vias citadas
anteriormente. Nela, o etanol é oxidado pela catalase nos peroxissomas. Neste processo,
inicialmente ocorre a oxidacdo do NADPH através da NADPH oxidase, com a formacéo de
H,0,, que através da influéncia da catalase, ira promover a oxidagdo do etanol (JORDAO JR.
etal., 1998; KITSON e WEINER, 1996).

Contudo, € um processo limitado pela producdo enddégena de H,O,, entretanto, a
ingestdo de etanol induz a uma maior atividade as NADPH-oxidase, contribuindo assim para
maior formacédo de H,O,, ampliando a atuacdo e significancia desta via na metabolizagéo do
etanol (JORDAO JR. et al., 1998; LIEBER, 1997).

No trabalho de DeMaster, Kaplan e Chesler (1981), ratos machos Sprague-Dawley
foram alimentados com uma dieta liquida contendo etanol por 40 dias e também ndo foram
encontradas alteracdes na atividade da catalase quando comparado com o controle que nao
ingeriu etanol.

A glutationa (Figura 12) é um tripeptideo, contendo cisteina e é o tiol ndo protéico
mais abundante nas células dos mamiferos. Quando em baixa concentracdo existe um maior
risco de estresse oxidativo (BRAY e TAYLOR, 1993; MEISTER, 1995). A glutationa esta
envolvida com uma funcdo antioxidante interagindo com um radical livre resultando em
glutationa oxidada (GSSG). O GSSG ¢ reduzido, regenerando o GSH pela glutationa
redutase, num processo que funciona as custas do NADPH (KRETZSCHMAR, 1996).

Em uma situacdo de intoxicacdo crénica com etanol, existe um aumento na formacéo
de peroxidos lipidicos, que por sua vez, favorecem o consumo de GSH e sua oxidacdo para
GSSG pela glutationa peroxidase (ALTOMARE, VENDEMIALE e ALBANO, 1988).

Como visto na Figura 13, os niveis de concentragdo de vitamina E no tecido hepatico
foram maiores no grupo EA, que foi suplementado com acido alfa lipoico. E foram menores
nos grupos EB e EAB, respectivamente, suplementados com benfotiamina e com a

combinagdo de 4cido alfa lipoico e benfotiamina.
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A vitamina E consiste em uma familia de quatro tocoferois e quatro tocotriendis,
sendo o o-tocoferol a forma mais predominante da vitamina E em tecidos. Entretanto,
resultados de estudos clinicos ndo endossam um efeito protetor do a-tocoferol na prevencéao
de doencas em individuos com ingestdo e absorcdo adequada de nutrientes (JIANG, 2014).
Uma explicagdo para tanto é que o a-tocoferol pode ser benéfico para individuos que tenham
deficiéncia do mesmo e/ou de outros micronutrientes, que pode ser causado por baixa
ingestdo de vitamina E ou deplecdo da mesma devido & uma situacdo patologica ou ma-
nutricdo associada com o uso de cigarros, alcoolismo e disturbios de absor¢do (REITER,
JIANG e CHRISTEN, 2007).

A funcdo antioxidante da vitamina E é, basicamente, capturar radicais peroxila e
alcoxila, levando ao término da reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica por formar um
aduto que ndo é uma espécie radicalar. Nesse processo, o a-tocoferol doa um atomo de
hidrogénio para estes radicais, que surgiram através da oxidacdo de acidos graxos. O radical
peroxila oxida a vitamina E, e produz o radical tocoferoxila, um radical estavel (JORDAO JR.
etal., 1998).

Diferentemente do encontrado no trabalho de Masalkar e Abhang (2005), o presente
estudo sugere que niveis maiores de vitamina E (Figura 13), ndo estdo relacionados a niveis
menores de malondialdeido (Figura 10). Sendo que os resultados tanto de MDA quanto de
vitamina E sugerem que a vitamina E foi utilizada como defesa antioxidante no grupo EAB
para que o dano encontrado, marcado pelo MDA, fosse menor. O mesmo resultado foi
observado em trabalhos prévios como o de Sadrzadeh, Nanji e Meydani (1994) e Jurczuk,
Brzoska e Moniuszko-Jakoniuk (2007).

Nos trabalhos citados acima e no presente trabalho foi possivel observar que a reducéao
da concentracdo de vitamina E no figado dos animais expostos ao etanol pode ter sido
resultado de sua atuacdo na eliminacdo de ROS gerados durante a metabolizagdo do etanol
ingerido pelos animais, ja que a vitamina E demonstra um afinidade pelo radical hidroxietil
gerado pelas enzimas microssomais do figado que envolve o CYP2E1 (SADRZADEH,
NANJI e MEYDANI, 1994; JURCZUK, BRZOSKA e MONIUSZKO-JAKONIUK, 2007).

Contudo, a vitamina E ndo previne a formacgdo de espécies radicalares e também néo
evita a iniciagdo da oxidacdo de &cidos graxos, porém é capaz de parar a reacdo em cadeia da
peroxidacao lipidica (TRABER e STEVENS, 2011). A vitamina E é uma potente eliminadora
de radical peroxila, sendo que quando estes sdo formados reagem 1000 vezes mais rapido com
a vitamina E do que com os &cidos graxos poli-insaturados (PUFA) (BUETTNER, 1993). O

grupo hidroxila do tocoferol reage com o radical peroxil para formar um hidroper6xido
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lipidico correspondente e o radical tocoferil, o qual reage com a vitamina C ou GSH e
retornando a vitamina E a seu estado reduzido (TRABER e STEVENS, 2011).

Dessa forma, os resultados mostram que a suplementacdo de acido alfa lipodico,
benfotiamina e da combinacdo de ambas, ndo foi capaz de causar alteracGes na atividade
enzimatica da superoxido dismutase, catalase e niveis de glutationa reduzida. Entretanto, com
0os mesmos dados € possivel sugerir que a suplementacdo combinada de antioxidantes
contribuiu para a diminuicdo do dano oxidativo através da influéncia em componentes de
defesa do sistema antioxidante ndo enzimatico, assim como sua acdo direta através da

transferéncia de hidrogénio.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitem concluir que a suplementagdo combinada
de dois antioxidantes pode trazer beneficios através da influéncia, exercida sobre
componentes do sistema de defesa antioxidante ndo-enzimatico, assim como sua acao direta

através da doacgdo de hidrogénio a espécies radicalares.
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