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Durante a Lactacdo no Estresse Oxidativo da Prole de Ratos Wistar
nas Fases de Lactacdo, Jovem e Adulta. Floriandpolis, 2012. 102f.
Dissertacdo (Mestrado em Nuttricdo) — Programa de Pds-Graduagdo em
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RESUMO

Introducéo: A prole é vulneravel as agressdes associadas ao consumo
de etanol durante a lactacdo. Este pode estar relacionado a reducdo de
antioxidantes, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e a
peroxidacéo lipidica. Objetivo: Avaliar o efeito do consumo de etanol
por ratas lactantes no estresse oxidativo da prole nas diferentes fases do
desenvolvimento. Método: Ratas adultas Wistar foram randomizadas
em Grupo Controle (GC) (n= 3) e Grupo Experimental (GE) (n= 3). As
respectivas proles (n= 36) foram randomizadas em 6 sub-grupos: grupo
controle lactacdo (GCL), grupo controle jovem (GCJ), grupo controle
adulto (GCA) e grupo experimental lactacdo (GEL), grupo experimental
jovem (GEJ), grupo experimental adulto (GEA). Durante o estudo
ambos os grupos receberam dieta comercial e agua “ad libitum”. GE
recebeu dgua com 20% de etanol até o 12° dia de lactacdo. O
desenvolvimento foi avaliado pelo peso. Avaliou-se a atividade hepatica
e sanguinea da superéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase
(GST), glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), e a concentragdo
das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) no plasma.
Pelo teste “¢+” de Student (p< 0,05) observou-se as diferencas entre os
grupos. Resultados: No dia 8 (GEL: 0,17 g; GCL: 0,19 g; p< 0,001) e
no dia 12 (GEL: 0,19 g; GCL: 0,22 g; p< 0,001) o ganho de peso do
GEL foi menor em relagdo ao GCL. No grupo GEL (1,15 £ 0,01; p<
0,001) e GEJ (1,82 + 0,03; p= 0,001) o ganho de peso foi
significativamente inferior em relacdo ao GCL (1,30 = 0,01) e GCJ
(1,96 £ 0,02). A atividade sanguinea da SOD foi menor no GEJ (GEJ:
2,04 + 0,05; GCJ: 2,23 + 0,04; p= 0,018) e GEA (GEA: 2,11 + 0,03;
GCA: 2,32 + 0,02; p< 0,001), ndo havendo alteracdo significativa a
nivel hepético. A atividade sérica da GST foi significativamente menor
apenas no GEJ em relagdo ao GCJ (GEJ: 1,20 £ 0,01; GCJ: 2,31 + 0,04;
p<0,001). Com relacdo a atividade hepatica da GST, foi
significativamente menor em relagdo ao controle nas fases jovens (GCJ:
1,62 + 0,02; GEJ: 1,60 £ 0,01; p= 0,008) e adulta (GCA: 1,71 £ 0,01;
GEA: 150 %= 0,03; p< 0,001). A atividade da GPx hepatica foi



significativamente menor em relagdo ao controle nas fases jovens (GCJ:
1,06 £ 0,02; GEJ: 0,91 + 0,04; p= 0,008) e adulta (GCA: 0,98 + 0,06;
GEA: 0,81 + 0,03; p= 0,017), sem diferenca a nivel sanguineo. A
atividade da CAT foi significativamente menor em relacdo ao controle
apenas a nivel hepatico nos grupos jovem (GCJ: 0,99 + 0,02; GEJ: 0,90
+ 0,05; p= 0,035) e adulto (GCA: 1,70 + 0,01; GEA: 0,94 + 0,05; p=
0,053). Com relagdo ao TBARS, foi significativamente menor apenas
durante a lactacdo a nivel hepatico (GCL: 1,70 + 0,03; GEL: 1,60 £
0,01; p= 0,019). Concluséo: O consumo de etanol por ratas lactantes
causou menor ganho de peso da prole durante as fases lactacdo e jovem,
além de diminuir a atividade das enzimas SOD no sangue e das enzimas,
GST, GPx e CAT, no figado, nas fases, jovem e adulta.

Palavras chave: Etanol; Lactagdo; Estresse oxidativo; Antioxidantes;
Prole.
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ABSTRACT

Backgroud: The offsprings is vulnerable to and insults by ethanol
during lactation. This may be related to the depletion of antioxidants,
increased production of oxigen reactive species and lipid peroxidation.
Aims: To evaluate the effect of ethanol consumption by lactating rats on
oxidative stress in the offspring in different stages of development.
Methods: Adult Wistar rats were randomized into control group (CG)
(n= 3) and Experimental Group (EG) (nh= 3). Their offspring (n= 36)
were randomized into six sub-groups: lactation control group (LCG),
young control group (YCG), adult control group (ACG) and lactation
experimental group (LEG), young experimental group (YEG), adult
experimental group (AEG). During the study both groups received a
commercial diet and water "ad libitum". GE received water with 20%
ethanol until the 12" day of lactation. The growth was evaluated by
weight gain. There were evaluated blood and hepatic activity of
superoxide dismutase (SOD), glutathione S -transferase (GST),
glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), and the concentrations of
thiobarbituric acid reactive substances in plasma (TBARS). By using the
"t" Student test (p< 0.05) differences between the groups were
measured. Results: On 8" day (LEG: 0.17 g; LCG 0.19 g; p<0.001) and
day 12" (LEG: 0.19 g; LCG: 0.22 g; p< 0.001) weight gain of LEG was
lower than in the LCG. In LEG (1.15 + 0.01; p< 0.001) and YEG (1.82
+ 0.03; p= 0.001) weight gain were significantly lower in relation to
LCG (1.30 = 0.01), and YCG (1.96 * 0.02). The activity of SOD in
blood was lower in YEG (YEG: 2.04 + 0.05; YCG: 2.23 + 0.04; p=
0.018) and AEG (AEG: 2.11 + 0.03; CGA: 2.32 £ 0.02; p< 0.001), with
no significant change in the liver. The activity of blood GST was
significantly lower only in YEG in relation to the YCG (YEG: 1.20 £
0.01; YCG: 2.31 £ 0.04; p< 0.001). With respct to the activity of hepatic
GST, it was significantly lower in the young stages (YEG: 1.60 + 0.01;
YCG: 1.62 + 0.02; p= 0.008) and in adults (AEG: 1.50 + 0.03; CGA:
1.71 + 0.01; p< 0.001) in relation to the control. The activity of GPx
hepatic was significantly lower in relation to controls in young stages



(YEG: 0.91 £ 0.04; YCG: 1.06 + 0.02; p= 0.008) and in adults (AEG:
0.81 + 0.03; ACG: 0.98 + 0.06; p=0.017), with no difference in the
blood. CAT activity was significantly lower compared to controls only
in the liver in youngs (YEG: 0.90 + 0.05; YCG: 0.99 + 0.02; p= 0.035)
and adults (AEG: 0.94 + 0.05; ACG: 1.70 £ 0.01; p=0.053). With respct
to TBARS, it was significantly lower only in the liver during lactation
(LEG: 1.60 £ 0.01; CGL: 1.70 £ 0.03; p= 0.019). Conclusion: Ethanol
consumption by lactating rats caused less weight gain in offspring
during lactation and young stages, and also decreased the activity of
SOD in the blood, GST, GPx and CAT in the liver, in young and adult
stages.

Keywords: Ethanol, Lactation, Oxidative stress, Antioxidants,
Offspring.
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1 INTRODUCAO

As estruturas e sistemas, como o enddcrino, 0 nervoso entre
outros, sdo vulnerdveis a agressfes durante as fases de gestacdo e
lactacdo (OLIVEIRA, 2010; SYMONDS et al., 2001; SANTOS-
MONTEIRO et al., 2002). Alteracdes das funcbes organicas podem ser
resultado de modificacbes ambientais, estresse, doencas, dieta e
consumo de etanol (FOWDEN; GIUSSANI; FORHEAD, 2006).

O consumo de etanol durante a lactacdo pode interferir nas
caracteristicas do leite materno como volume, sabor e composicdo
quimica. Essas alteracBes do leite podem afetar o desenvolvimento do
lactente (SPEAR; MOLINA, 2005; MOLINA et al., 2007).

O etanol, devido as suas caracteristicas, tais como baixo peso
molecular e solubilidade em agua e lipidio, é facilmente absorvido por
difusdo passiva pelo estdtmago e intestino delgado. Com isso, o etanol
chega as glandulas mamarias e ao leite materno (ARGOTE-ESPINOSA
et al., 1992; NORBERG et al., 2003). Trés estudos experimentais
realizados com ratos mostraram que a exposicdo dos filhotes ao etanol
pode interferir no desenvolvimento dos animais. Em um dos estudos, em
gue os animais foram expostos ao etanol no periodo po6s-natal, verificou-
se que 0 grupo exposto ao etanol teve déficit cognitivo (TIWARI;
CHOPRA, 2011). E no outro estudo, os autores observaram que em
ratos Sprague-Dawley o consumo de etanol aumenta a morte neuronal
em varias regides do cérebro (IKONOMIDOU et al., 2000). As regibes
gue sdo vulnerdveis ao etanol estdo relacionadas a déficits
comportamentais, sendo elas o neocértex, o hipocampo e o cerebelo
(GUERRI, 2002). Além destes, um terceiro estudo mostrou que o
crescimento cerebral e corporal também séo afetados pela ingestdo de
etanol (OYAMA et al., 2000).

Ainda, como consequéncia da ingestdo de etanol, ocorre no
organismo 0 aumento do estado de estresse oxidativo (HOEK;
PASTORINO, 2004; CHU et al., 2007), caracterizado pela producédo
elevada de espécies reativas e/ou uma deficiéncia de antioxidantes
(VINCENT; TAYLOR, 2006; SOMOGY!I et al., 2007). As espécies
reativas, tanto de oxigénio como de nitrogénio, produtos normais do
metabolismo celular, desempenham funcbes benéficas no organismo,
mas em situagdes como de estresse oxidativo, tem funcdo deletéria
exacerbada (VALKO et al., 2006).

A toxidade do etanol e a morte celular estdo associadas com o
aumento da disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e danos ao acido
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desoxirribonucléico (DNA) e cérebro (LEE et al., 2005; CHU et al.,
2007). A inibicdo da enzima glutationa peroxidase (GPx), constatada
pela revisdo de literatura com estudos com ratos que receberam etanol,
pode ser consequéncia da entrada irregular de glutationa citosélica no
interior da mitocéndria (COHEN-KEREM; KOREN, 2003). Dado
também observado em estudo com animais que receberam 20% de
etanol durante a gestacdo e lactacdo (OJEDA et al., 2009). A
diminuicdo da atividade da GPx e 0 aumento da atividade da glutationa
redutase (GR), tanto no soro como no figado, verificado na prole, foi
explicada pelos autores como uma adaptacdo celular ao estresse
oxidativo. Mais especificamente, como uma tentativa do organismo de
manter 0s niveis adequados de glutationa reduzida (GSH), diminuindo o
nivel de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato no estado reduzido
(NADPH), devido a intoxicagdo por etanol (OJEDA et al., 2009).

Observou-se ainda em outro estudo experimental, que a
exposicdo cronica ao etanol durante a gestacdo provocava aborto,
aumento do dano oxidativo ao DNA, peroxidacéo lipidica e disfuncéo
mitocondrial (GUNDOGAN et al., 2010).

Nas regides do cortex cerebral e hipocampo de ratos Wistar
machos, observou-se um aumento dos niveis de peréxidos lipidicos, e
uma deplecdo dos niveis da GSH, assim como da atividade da
superdxido dismutase (SOD) e da catalase (CAT), com o consumo de
etanol durante o desenvolvimento cerebral. Esta observagdo sugere que
0 estresse oxidativo é mediado pela cascata neuroinflamatéria e a
sinalizacdo apoptdtica pode ser responsavel pela apoptose neuronal e
déficits comportamentais em ratos expostos ao etanol neste periodo
(TIWARI; CHOPRA, 2011).

Ao contrario do que se tem observado em relagdo a gestagdo, o
efeito do consumo materno de etanol durante a lactacdo sobre o estresse
oxidativo no lactente ainda ndo estd bem estabelecido. Entre as
explicagdes apresentadas por alguns autores estd a dificuldade em se
medir, tanto o consumo de etanol, como a sua disponibilidade através do
leite materno nos lactentes. Além destas variaveis, tem-se o consumo de
etanol durante a gravidez (LITTLE et al., 2002). Considerando-se as
poucas pesquisas realizadas sobre o consumo de etanol durante a
lactacdo, este estudo foi direcionado para avaliar os efeitos da ingestdo
de etanol durante a lactacdo e suas consequéncias sobre o estresse
oxidativo no lactente nas fases de lactagdo, jovem e adulta.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1SISTEMA OXIDANTE E ANTIOXIDANTE

Os radicais livres sdo moléculas ou fragmentos moleculares que
contétm um ou mais elétrons desemparelhados no dltimo orbital
molecular ou atémico, sendo altamente reativos (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007a). As espécies reativas de oxigénio (ERO) e as
espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo produtos normais do
metabolismo celular, podendo desempenhar funcbes benéficas ou
deletérias no organismo (VALKO et al., 2006).

Em torno de 98% do oxigénio envolvido no metabolismo
aerobico é reduzido em agua, sendo que o restante transforma-se em
ERO. As ERO, quando em concentragdes normais, estdo relacionadas,
principalmente, a cadeia respiratéria mitocondrial, metabolismo do
acido araquidénico, fagocitose, ovulacdo e fertilizacdo (VINCENT;
TAYLOR, 2006; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007d). Da mesma
forma que as ERO, as ERN, em concentragfes normais, atuam como
moléculas sinalizadoras em varios processos fisiolégicos como
expressao e diferenciacdo celular, neurotransmissdo, mecanismos de
defesa, regulacdo da pressdo sanguinea, imunorregulacéo e relaxamento
do musculo liso (SOMOGY!| et al., 2007).

Dentre as principais ERO fazem parte: radical hidroxil ("OH),
peréxido de hidrogénio (H,0,), anion radical superéxido (O,"),
oxigénio singlete (*O,) e das ERN, 6xido nitrico (NO) e peréxido nitrito
(ONOO") (MANDELKER, 2008).

Altamente reativo, 0 "OH, reage no local em que foi formado,
atacando rapidamente as moléculas adjacentes (BOVERIS; OSHINO;
CHANCE, 1972; PASTOR et al., 2000; VALKO et al., 2006). As ERO
participam da reacdo de Fenton e de Haber-Weiss, ligando-se a metais e
a outros radicais, tendo como consequéncia a destruicdo de membranas
celulares, proteinas, lipidios, carboidratos e pode, até mesmo, causar
mutacBes em acidos nucléicos (VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005;
VALKO et al., 2007).

Através da reacdo catalisada pela enzima superdxido dismutase
(SOD), em que ocorre a dismutacdo do O,” pela reducdo de dois
elétrons na molécula de oxigénio (O,), e ainda por diversas enzimas
oxidases in vivo, 0 H,O, é produzido principalmente nos peroxissomas.
Esta molécula, apesar de ser um fraco agente oxidante, é capaz de reagir
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com tidis, cobre reduzido, sais de ferro, proteinas heme e peroxidases,
para dar inicio as reacdes radicalares e peroxidacGes lipidicas. Além
disso, por ter vida longa e ser altamente difusivel, é capaz de danificar a
molécula de acido desoxirribonucléico (DNA), através da reacdo de
Fenton, gerando 'OH (VALKO et al., 2006; VASCONCELOS et al.,
2007).

Na cadeia respiratéria mitocondrial, 0 O,” é gerado continua e
massivamente, e também durante a ativacdo de macréfagos, neutrofilos,
eosinofilos e mondcitos. Por ser pouco reativo, é denominada espécie
reativa de oxigénio primaria, sendo capaz de gerar espécies de oxigénio
secundérias através da interagdo com outras moléculas, principalmente,
por meio de processos catalisados por metais ou enzimas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007b; VALKO
et al., 2007).

0 '0,, forma excitada do oxigénio molecular éformado a partir
de reagcfes fotoquimicas ou por outras radiagdes. O mesmo possui a
capacidade de reagir com varias moléculas bioldgicas entre elas, os
lipidios das membranas, dando inicio ao processo de peroxidagdo
(VASCONCELOS et al., 2007).

A meia vida do ‘NO ¢é de apenas alguns segundos, sendo solGvel
tanto em meio aquoso quanto lipidico. E formado pela enzima 6xido
nitrico sintase (NOS) atraves da metabolizacdo da arginina em citrulina
(GHAFOURIFAR; CADENAS, 2005). No organismo humano o NO’
estd presente de forma abundante, atuando como sinalizador molecular
em processos fisiologicos como, por exemplo, na neurotransmissao,
regulacdo do sistema imune e da pressdo arterial e relaxamento da
musculatura lisa. No sistema respiratério o0 "NOmantém a homeostase e
atua na vasodilatagdo pulmonar e na broncodilatacdo (SUGIURA;
ICHINOSE, 2011). O mesmo pode reagir com o O,  gerando
perdxinitrito (ONOO ) (CARR; MCCALL; FREI, 2000).

Molécula ativa oxidante ndo radicalar, mas altamente difusivel e
reativa, 0 ONOO pode causar fragmentacdo do DNA e oxidagdo
lipidica (CARR; MCCALL; FREI, 2000). Na reacdo com tecidos e
fluidos humanos forma nitrotirosinas que podem estar relacionadas com
doencgas neurodegenerativas, pelo fato de os macréfagos e as células
gliais gerarem 6xido nitrico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007b).

Os organismos, como forma de se proteger dos danos que as
espécies reativas causam, utilizam antioxidantes como mecanismo de
defesa. Os antioxidantes sdo substdncias que retardam ou evitam
significativamente a oxidagdo de substratos, mesmo estando em
concentracBes inferiores aos substratos oxidaveis (HALLIWELL;
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GUTTERIDGE, 2007c). O sistema antioxidante pode ser dividido em
ndo enzimatico e enzimatico. O ndo enzimatico é composto
principalmente por glutationa reduzida (GSH) e 4acido Urico, e o0s
nutricionais, como ascorbato (vitamina C), tocoferdis (vitamina E),
carotendides e flavondides. Dos principais antioxidantes enzimaticos,
fazem parte a SOD, a CAT, a GPx e a GST (MASELLA et al., 2005). A
GSH, a qual faz parte do sistema antioxidante ndo enzimatico enddgeno,
atua como antioxidante generalista e cofator de diversas enzimas
desintoxicantes, entre elas a GPx e a GST (MASELLA et al., 2005). A
vitamina C é um antioxidante solGvel em agua capaz de neutralizar ERO
antes do inicio da peroxidacéo lipidica. Ja a vitamina E é um importante
antioxidante lipossoltvel, com a capacidade de proteger da peroxidacdo
lipidica os 4acidos graxos da membrana. Da mesma forma, os
carotendides também protegem os tecidos ricos em lipidios. Os
flavondides, os quais sdo fitonutrientes ou fitoquimicos, tem capacidade
de quelar metais, 0s quais participam do metabolismo do oxigénio
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007c).

A SOD catalisa a dismutagéo do O,*" a H,0, e O,, sendo uma das
principais enzimas que participam de forma direta da eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio (SINGH; SHARAD; KAPUR, 2004;
McCORD; FRIDOVICH, 1978).

A CAT participa especificamente da decomposicdo de H,O, em
O, e agua (H,O), sendo encontrada nos peroxisssomas e nas
mitocondrias das células. O peroxissoma é a principal organela
responsavel pela detoxificagdo celular e pela oxidacéo de acidos graxos
de cadeia longa, além de ser fonte de perdxidos organicos, de produtos
carbonilicos e 0, (VALKO et al., 2007).

A GPx atua na redugdo dos peroxidos através da adicdo de dois
elétrons, resultando na formacédo de selenoles (Se-OH). Ha duas formas
da enzima glutationa peroxidase, a selénio independente e a dependente.
A GPx atua em conjunto com a GSH, a qual é um tripeptideo presente
em altas concentragdes nas células (VALKO et al., 2006).

A GST exerce efeito protetor, devido a sua capacidade de
catalisar a conjugacdo da GSH com produtos finais da oxidacdo
(MASELLA et al., 2005).

Quando ha uma producdo elevada de espécies reativas (por
exemplo, no caso de inflamagdo cronica), e/ou uma deficiéncia de
antioxidantes ndo enzimaticos ou enzimaticos (devido a mutagcdo de
enzimas antioxidantes, toxinas ou reducdo da ingestdo de antioxidantes
naturais), capazes de neutralizar os agentes pro-oxidantes, tem-se uma
situacdo de estresse oxidativo (VINCENT; TAYLOR, 2006; SOMOGY!I
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et al., 2007). O aumento do metabolismo oxidativo celular pode ser
consequéncia de fatores como exposi¢cdo ao frio, a medicamentos,
infeccOes, traumas, radiacdo, toxinas, excesso de atividade fisica,
caréncias nutricionais, consumo de etanol, entre outros (GOTZ;
KUNIG; REIDERER, 1994).

O estresse oxidativo vem sendo associado com diversas doencas
cronicas, como cancer, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares,
desordens neurodegenerativas, obesidade e também com o processo de
envelhecimento. Os danos causados por espécies reativas em excesso
podem danificar carboidratos, DNA, proteinas e lipidios de membranas
(VALKO et al., 2007).

A reacdo do 'OH com hidrocarbonetos (CHOH)n nos
carboidratos resulta na quebra de moléculas importantes, como o acido
hialurénico. Compostos da molécula de DNA reagem com ‘OH,
danificando as bases puricas e pirimidicas, assim como a estrutura da
desoxirribose (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007d). Danifica
preferencialmente a guanina, gerando 8-hidroxi-guanina (8-OH-Gua).
Como consequéncia, ocorre na quebra da cadeia do DNA, ligacdo
cruzada entre as fitas e também modificacdes nas bases nitrogenadas
resultando em mutac¢des e inducdo da apoptose (VASCONCELOS et al.,
2007). Danos oxidativos permanentes ao material genético sdo o
primeiro passo para o desenvolvimento da carcinogénese e
envelhecimento (VALKO et al., 2007).

Os mecanismos que estdo envolvidos na oxidagdo de proteinas
por ERO, foram elucidados em estudos em que as proteinas, 0s
peptideos simples e os aminoacidos foram expostos a radiacdes
ionizantes, em condi¢cGes em que sdo formadas radicais hidroxilas ou
uma mistura de radicais hidroxilas e superéxido. Todas as cadeias
laterais dos aminoacidos, em especial a cisteina e a metionina, sdo
suscetiveis a oxidacdo pela acdo das ERO/ERN (STADTMAN, 2004).
Como resultado do estresse oxidativo, ocorre a fragmentacdo das
cadeias e também a oxidagdo de aminoacidos, resultando na producéo
de compostos carbonilados (VASCONCELOS et al., 2007).

A peroxidacgdo lipidica da membrana (Figura 1) é resultado da
acdo de espécies reativas, principalmente ‘OH, os quais retiram um
atomo de hidrogénio de um grupo metileno alilico, normalmente de um
acido graxo poliinsaturado (LH), deixando um elétron desemparelhado
no carbono. Formando assim, um radical lipidico centrado no radical
alquil (L"), o que caracteriza a etapa de iniciacdo. O radical forma um
dieno conjugado, sob condicBes aerdbicas, o qual reage com O,
formando um radical peroxil (LOO"). Este por sua vez, da continuidade
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ao processo retirando um atomo de hidrogénio de moléculas de lipidios
préximos, e assim sucessivamente, sendo esta a etapa de propagacéo. A
combinacdo do radical peroxil com o hidrogénio abstraido gera o
hidroperdxido lipidico (LOOH), o qual é instavel na presenca de metais
de transicdo como o ferro e o cobre. A seguir, 0 LOOH sofre quebra
formando aldeidos como o malonaldeido (MDA) e 4-
hidroxinonenaldeido. A Ultima etapa é a da terminacdo, em que as
espécies reativas sdo neutralizadas pela acdo de antioxidantes ou pela
reacdo de dois radicais lipidicos, formando produtos ndo radicalares
(aldeidos, cetonas, epoxidos) (VASCONCELOS et al., 2007).

Os mecanismos responsaveis pela peroxidacgdo lipidica podem ser
enzimaticos (ciclooxigenases e peroxidases) ou ndo enzimaticos (auto-
oxidacdo), participando da reacdo ERO, metais e outras espécies
reativas. As alteracBes oxidativas podem modificar as propriedades
fisicas e quimicas das membranas, causando alteracfes na fluidez e
permeabilidade, com aumento do liquido intracelular e possivel ruptura
das membranas celulares e das organelas, resultando em morte celular,
ou ainda, alteragdes de transporte de ions e inibicdo dos processos
metabdlicos (NIGAM; SCHEWE, 2000; VASCONCELOS et al., 2007).

Figura 1 - Representacdo geral das fases da peroxidacao lipidica.

Iniciagéo Propagacéo Terminagéo
0 H"+Fe*  Fe*
2 Aldeido
LH ~ L‘L> LOO'}—%»LOOH—» LO —»| Cetonas
,7 Y Epéxido
OH H,0 LH Le Fe?* Fe* + OH'

LH, acido graxo poliinsaturado; OH’, radical hidroxila; L, radical alquila;
0,, oxigénio; LOO", radical peroxila; H*, fon hidrogénio; Fe?*, ferrosa; Fe**,
férrica; LH, 4&cido graxo insaturado; L', radical alquila; LOOH,
hidroperoxido lipidico; LO", radical alcoxil.

Fonte: Loureiro; Mascio; Medeiro, 2002.

O MDA, produzido na peroxidagdo lipidica, € mutagénico em
celulas de mamiferos e de bactérias, além de ser cancerigeno em ratos.



30

O hidroxinonenal é fracamente mutagénico, no entanto, age sobre as
vias de transducéo de sinal, que por sua vez, tém grande efeito sobre os
fenétipos das células (VALKO et al., 2006). A avaliacdo da peroxidacao
lipidica pode ser realizada por meio da deteccdo dos derivados de
produtos da oxidagdo entre outros, através de substancias que reagem
com o0 é&cido tiobarbitirico (TBARS), destacando-se o MDA
(OHKAWA; OHISI; YAGI, 1979; BIRD; DRAPER, 1984).

O equilibrio existente no organismo entre os antioxidantes e
oxidantes € alcancado por meio do mecanismo chamado de regulacéo
redox, o qual mantém a homeostase do organismo (DROGE, 2002).

2.2 EFEITO DA INGESTAO DE ETANOL DURANTE A
LACTACAO NA PROLE

O etanol, apés a sua ingestdo, € absorvido rapidamente por
difusdo passiva através da parede do estbmago (em torno de 20%),
enquanto 80% é absorvido no intestino delgado. Ap6s a ingestdo e
absorcdo de doses inferiores a 0,3 g/kg, ocorre o metabolismo de
primeira passagem (MPP), em que o figado metaboliza o etanol,
evitando que este chegue em grandes quantidades a outros 6rgdos. Em
casos de ingestdo de quantidades elevadas de etanol, o MPP pode néo
ser suficiente para o metabolismo do etanol. Quando na corrente
sanguinea o etanol, por ser sollvel em agua, é distribuido pelo corpo
sem a necessidade de se ligar a proteinas plasmaticas, havendo assim,
uma correlacdo entre o volume de etanol e a sua distribuicdo na agua
total do corpo (NORBERG et al., 2003).

A metabolizacdo do etanol ocorre no estdmago e no figado, sendo
gue apenas de 2% a 10% sdo eliminados pelos rins e pulmdes, o restante
é oxidado principalmente no figado (LIEBER, 1993).

As trés principais vias para 0 metabolismo do etanol (Figura 2)
sdo via CAT, alcool desidrogenase (ADH) e via sistema microssomal de
oxidacdo de etanol (MEOS) (LIEBER, 2004). A enzima CAT ¢
encontrada principalmente nos peroxissomas e mitocondrias e é capaz
de oxidar in vitro o etanol na presenca do sistema de geracdo de H,0,.
No entanto, em condices fisioldgicas desempenha um papel secundario
no metabolismo do etanol, pois sdo produzidas pequenas quantidades de
H,0, (KEILIN; HARTREE, 1945; LIEBER, 2004).

A principal via do metabolismo do etanol envolve a ADH, a qual
catalisa a conversao do etanol em acetaldeido. Existem multiplas formas
moleculares de ADH, sendo que as presentes no figado possuem uma
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maior afinidade com o etanol. As demais enzimas extrahepaticas, com
excessdo da ADH gastrica, tem participacdo insignificante no
metabolismo do etanol (LIEBER, 1993).

O metabolismo do etanol pela ADH hepética classe I, o qual
ocorre no citosol dos hepatocitos, produz o acetaldeido com a
transferéncia do hidrogénio do etanol para o cofator nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD), sendo convertido a sua forma reduzida
(NADH) por meio de uma reagdo reversivel (GEMMA; VICHI,
TESTAI, 2006). O acetaldeido novamente perde um hidrogénio e é
convertido em acetato, sendo que na sua maioria, € liberado na corrente
sanguinea (LIEBER, 1993).

A enzima ADH gastrica é responsavel por uma parcela do
metabolismo do etanol, tanto em ratos como em humanos, sendo que in
vivo seu efeito é refletido pelo MPP (JULKUNEN; DIPADOVA;
LIEBER, 1985; MIRMIRAN-YAZDY et al.,, 1995). A atividade da
ADH gastrica ¢ mais acentuada quando a concentracdo de etanol é
elevada, ou seja, a quantidade de etanol no organismo influéncia na
magnitude do MPP, e consequentemente, na biodisponibilidade do
etanol e sua potencial toxidade (JULKUNEN; DIPADOVA; LIEBER,
1985).

O consumo crénico de etanol induz o MEOS, resultando, tanto no
aumento do citocromo P450 2E1 (CYP2EL) em 4 a 10 vezes, como na
proliferacdo do reticulo endoplasmatico em animais experimentais e em
humanos. Este aumento contribui para a inducdo de tolerancia
metabolica ao etanol, a qual ocorre comumente em alcodlatras
(LIEBER; DECARLLI, 1968; TSUTSUMI et al., 1989; SALMELA et al.,
1998). A metabolizagdo do etanol pelo MEQOS, em casos de ingestdo
moderada, € de cerca de 10% (AGARWAL, 2001).

O produto da oxidacdo do etanol pelas trés vias metabdlicas
citadas acima é o acetaldeido, o qual é oxidado no organismo pela
enzima aldeido desidrogenase (ALDH) em acetato. Esta é uma reagdo
eficiente, devido a rapida metabolizacdo do produto da oxidacdo do
etanol (GEMMA; VICHI; TESTAI, 2006). A acetil CoA, forma ativada
do acetato, pode ser metabolizada, formando corpos cetdnicos, &cidos
graxos, esterdides e aminoécidos néo essenciais. Pode ainda ser oxidada
no Ciclo de Krebs formando didxido de carbono (CO,), H,O e energia
na forma de adenosina trifosfato (ATP) (AGARWAL, 2001; GEMMA;
VICHI; TESTAI, 2006).

As enzimas ADH e ALDH utilizam como cofator NAD", o qual,
na oxidagdo de etanol, é reduzido a NADH. A relagio NADH/NAD"
aumenta consideravelmente, alterando o estado celular redox,



32

desencadeando efeitos adversos (NORBERG et al., 2003). O que parece
limitar o processo é a reoxidacdo hepatica do NADH junto com a
atividade da ALDH e da ADH, as quais regulam de forma equilibrada, a
taxa de oxidagdo do etanol (AGARWAL, 2001; GEMMA; VICHI,
TESTAI, 2006).

Figura 2 - Vias do metabolismo oxidativo do etanol.

Peroxissomas

H20, H,0

Catalase

Citosol

ADH ALDH

Etanol T-Tb Acetaldeido f\:AcetatO

NAD* NADH

NAD® NADH

Microssomas
CYP2E1

NADPH + H*+ O, NADP* + 2H,0

ADH, élcool desidrogenase; H,0,, perdxido de hidrogénio; H,0O, agua;
NAD®, nicotinamida adenina dinucleotideo estado oxidado; NADH,
nicotinamida adenina dinucleotideo estado reduzido; CYP2EL, citocromo
P450 2E1; NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato estado
reduzido; H*, ion hidrogénio; O,, oxigénio; NADP" nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato estado oxidado; ALDH, aldeido desidrogenase.

Fonte: National Institute on Alcohol Abuse and Alcoholism, 2008.
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O consumo cronico de etanol por ratos diminui a capacidade da
ALDH mitocondrial em oxidar acetaldeido. Este fato associado a taxa
de oxidacdo alterada ou até mesmo inalterada de etanol resulta em
elevadas concentracGes de acetaldeido no sangue venoso hepético. O
mesmo € liberado pelo figado no plasma e liga-se aos eritrocitos,
podendo afetar tecidos extra-hepaticos, além do figado (HASUMURA,;
TESCHKE; LIEBER, 1975; DI PADOVA et al., 1987; CABALLERLA;
BARAONA,; LIEBER, 1987; LIEBER, 1993).

O etanol, quando consumido durante os periodos de reproducao e
lactacdo, estd relacionado com inumeros efeitos adversos, tendo
influéncia sobre a secrecdo e funcdo enddcrina (HEIL;
SUBRAMANIAN, 2000). Os periodos de gestacdo e lactagdo s&o
considerados criticos, pois nestas fases ocorre o desenvolvimento dos
sistemas enddcrino e nervoso, ou seja, as estruturas e as funcbes dos
sistemas em formag8o sdo vulneraveis a agressdes (SYMONDS et al.,
2001; SANTOS-MONTEIRO et al., 2002; OLIVEIRA, 2010).

Modificagcdes nas funcgBes orgénicas podem ser causadas por
alteragdes ambientais, estresse, doengas, dieta e consumo de etanol
(FOWDEN; GIUSSANI; FORHEAD, 2006). A exposicao de lactantes
ao etanol pode afetar negativamente a producdo de leite, o0 sabor e a
composi¢do quimica e, consequentemente, o desenvolvimento do
lactente (SPEAR; MOLINA, 2005; MOLINA et al., 2007). A ingestdo
de solucéo de agua com 10% e 20% de etanol durante 12 dias por ratas
lactantes, influenciou no ganho de peso das proles e do peso do figado
em relagdo ao grupo controle, 0 mesmo nao ocorreu quando foi ofertada
uma solugdo com 5% de etanol (OYAMA et al., 2000). Em relacdo ao
efeito do etanol sobre 0 peso do cérebro, observou-se uma diminui¢do
cerebral apenas nos filhotes das ratas que receberam 20% de etanol
(OYAMA et al., 2000).

Pesquisas experimentais mostram que o etanol interfere no
desenvolvimento do cérebro, sendo que algumas areas sdo consideradas
mais vulnerdveis que outras (TIWARI; CHOPRA, 2011). Sdo mais
sensiveis ao etanol o neocortex, o hipocampo e o cerebelo, estando
associados com déficits comportamentais (GUERRI, 2002). Verificou-
se que a exposicao de roedores Sprague-Dawley com 7 dias de idade ao
etanol (solucédo salina com 20% de etanol via subcutanea), em um Gnico
dia durante a primeira semana p6s-natal, leva a um aumento da morte
neuronal de varias regides do cérebro por apoptose (IKONOMIDOU et
al., 2000). Os autores monstraram ainda, que a manutencdo acima de
200 mg/dL dos niveis de etanol no sangue, por quatro horas, causa
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neurodegeneracdo apoptética no cérebro de ratos em desenvolvimento
(IKONOMIDOU et al., 2000).

Um incremento nos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) e interleucina 1 beta (IL-1P) no cortex cerebral e hipocampo foi
observado em ratos tratados com etanol, sendo este um indicativo de
neuroinflamacdo. Também, observou-se que a exposi¢do crénica ao
etanol resulta em um maior dano aos tecidos por oxidagdo, devido ao
aumento da peroxidacdo lipidica e diminuicdo da atividade de
antioxidantes endogenos (GSH, SOD e CAT) no cortex cerebral e
hipocampo (TIWARI; CHOPRA, 2011). Além disso, pode causar ainda
a ativacdo da proteina quinase C e fator nuclear kappa b (NF-KB),
resultando na fragmentagcdo do DNA e aumento da morte neuronal por
apoptose e, consequentemente, déficits de comportamento e deméncia
(TIWARI; CHOPRA, 2011). Esses dados confirmam as observagdes
anteriormente identificadas em um estudo de revisdo (JUNG; GATCH;
SIMPKINS, 2005).

2.3 EFEITO DA INGESTAO DE ETANOL NA PROLE SOBRE O
ESTRESSE OXIDATIVO

O etanol, quando ingerido durante o periodo de lactacdo, passa
para o leite em concentracGes varidveis. Entre os fatores que interferem
na quantidade de etanol que chega ao leite, estdo a velocidade de
absorcéo e o volume de sua distribui¢do no organismo (JASON, 1991).

O etanol atravessa a membrana bioldgica dos 6rgaos e/ou tecidos
por meio de difusdo ou pinocitose. Desta forma, os efeitos da exposi¢cdo
do etanol no lactente dependem, tanto da farmacocinética do etanol,
como da maturidade fisiologica do lactente (HOWARD; LAWRENCE,
1998). Na lactante, o etanol é encontrado em maior quantidade no
plasma do que no leite, devido ao seu baixo peso molecular e a sua
solubilidade em lipidios e na 4gua. O tempo de depuracédo plasmética do
etanol no lactente em relagcdo ao materno éaproximadamente a metade, o
gue pode ser resultado de uma menor concentragdo das desidrogenasses
do etanol e do acetaldeido no figado (HOWARD; LAWRENCE, 1998;
ARGOTE-ESPINOSA et al., 1992). Com isso, o lactente torna-se mais
suscetivel ao efeito do etanol e aos produtos do seu metabolismo
(TAVARES-DO- CARMO, 1996).

A ingestdo materna de agua com 20% de etanol resultou em
diminuicdo de cerca de 20% de carboidratos no leite, 0 mesmo néao foi
observado em relacdo & proteina e lipidio (NEVES; FACCIN;
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TAVARES-DO-CARMO, 1995). Observou-se ainda, um retardo de
crescimento e desnutricdo na prole em relacdo ao grupo controle
(NEVES; FACCIN; TAVARES-DO-CARMO, 1995). Em outro estudo,
concluiram que o efeito da ingestdo de etanol materno sobre o
desenvolvimento dos filhotes é dose-dependente somente nas
concentrages de 10% e 20%, pois ndo houve comprometimento do
crescimento dos filhotes na proporcdo de 5% (OYAMA et al., 2000).
Em outro estudo semelhante, as ratas lactantes comecaram o
experimento recebendo 5% de etanol progredindo até 20% durante 21
dias, contados a partir do nascimento. O consumo estimado de leite pela
prole, avaliado pela subtracdo do peso do rato ap6s 30 minutos de
succdo, foi significativamente reduzido. Este fato pode causar o menor
ganho de peso e consequente retardado no crescimento da prole ao final
da lactacdo (MURILLO-FUENTES et al., 2007).

O figado é o principal alvo da toxidade do etanol e por isso esta
envolvido na patogénese das doengas alcodlicas, nas deficiéncias
nutricionais e no estresse oxidativo (OJEDA et al., 2009).

O consumo de etanol afeta a homeostase celular, pois esta é
dependente da funcdo mitocondrial, desempenhando um papel critico na
manutencdo do equilibrio entre a formacdo de espécies reativas e a
defesa celular (Figura 3). O estresse oxidativo exerce efeito direto sobre
0s componentes da mitocondria, o que pode gerar um ciclo vicioso. A
resposta mitocondrial é controlada principalmente pelo equilibrio de
fatores pré e anti-apoptoéticos, por meio da ativagdo ou supressdo da
transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM). O consumo de etanol,
juntamente com a producéo elevada de espécies reativas pode ter como
consequéncias a apoptose ou necrose celular (HOEK; CAHILL;
PASTORINO, 2002).
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Figura 3 - Alteracao do equilibrio celular no tratamento com etanol.

| Etanol »

Defesa contra espécies reativas AcUmulo de espécies reativas
Hipoxia
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de elétrons
Funcdo mitocondrial l Disfuncao Mitocondrial
Disponibilidade de ATP

Deplecéo de ATP

e TPM
Alivagdo de caspase/ Dano celular severo
endonuclease
Dano celular moderado
Apoptose Necrose

DNA, &cido desoxirribonucléico; Ca®*, fon de célcio; TPM, transicdo da
permeabilidade mitocondrial; ATP, adenosina trifosfato.

Fonte: Hoek; Cahill; Pastorino, 2002.

O estresse oxidativo induzido em mitocdndrias hepaticas isoladas
observado em um estudo de revisdo, parece estar relacionado com o
colapso da membrana mitocondrial e com a TPM e, consequentemente,
com o influxo de fons e H,O, ocasionando o inicio da morte dos
hepatocitos por necrose (HOEK; CAHILL; PASTORINO, 2002;
ADACHI et al., 2004). Com 0 aumento da permeabilidade externa da
membrana mitocondrial, ocorre a liberagdo do citocromo ¢ e a indugéo
da apoptose (GREEN; KROEMER, 2004). Na cultura in vitro de
hepatocitos expostos ao etanol, ocorrem alteracdes apoptéticas,
juntamente com a formacdo de ERO e TPM (ADACHI; ISHII, 2002).
Em um estudo com ratos adultos, observou-se alteracdes nas
caracteristicas da membrana, plasmatica de hepatocitos, como a fluidez
e as microestruturas da membrana devido ao efeito em cascata causado
pelo metabolismo do etanol, resultando na amplificacdo do estresse
oxidativo (NOURISSAT et al., 2008).

O consumo agudo ou cronico de etanol pode causar deplecdo
seletiva de glutationa reduzida mitocondrial (MGSH) e aumento da
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susceptibilidade da organela ao dano oxidativo (FERNANDEZ-
CHECA; KAPLOWITZ, 2005). A a¢do do etanol sobre a homeostase da
MGSH pode desempenhar um papel no desenvolvimento da doenca
hepéatica alcodlica, por favorecer o dano oxidativo mitocondrial,
diminuindo a tolerancia das células ao TNF-a, que é uma citocina proé-
inflamatoria (FERNANDEZ-CHECA; KAPLOWITZ, 2005).

No estudo com camundongos knockout SOD1, que sdo
deficientes na producdo de SOD1, observou-se que 0 consumo
moderado de etanol (10% das calorias totais) resultou em um aumento
da peroxidacao lipidica, acimulo de nitrotirosina, necrose centrolobular
extensa e inflamacdo (KESSOVA; HO; THUNG, 2003). Entretanto,
outros autores em dois estudos, que ofertaram etanol via enteral na
proporcdo de 12 e 14,5 g/kg de peso/dia respectivamente a ratos, que
super-expressavam SOD1 ou SOD2, observaram que os animais foram
protegidos contra a lesdo hepatica (WHEELER et al., 20013, b).

As alteragdes redoxes no figado sdo mediadas pela enzima ADH,
apesar do estresse oxidativo ser gerado prioritariamente pelo MEQOS,
pela acdo da enzima CYP2E1, da mesma forma que as demais isoformas
do Citocromo P450 liberam ERO (LIEBER, 2004). A enzima CYP2E1
tem sido relacionada ao desenvolvimento de doencas hepaticas
(BUTURA et al., 2009). No entanto, alguns autores tem relatado que a
maioria das doencas hepaticas resultantes da exposicao crénica ao etanol
é independente do metabolismo do etanol (RONISA et al., 2010).
Contudo, estudos tém mostrado que a formacdo de acetaldeido estd
associada ao desenvolvimento de estresse oxidativo (LIEBER, 2004;
BUTURA et al., 2009; RONISA et al., 2010). O consumo excessivo de
etanol resulta no aumento da CYP2E1 nos hepétdcitos, que além de
causar deplecdo de mGSH e gerar ERO tendo como catalizador o ferro
e, consequentemente causar estresse oxidativo, também promove a
peroxidacéo lipidica (FRANK et al., 2004). Esta favorece a formacao de
4-hidroxinonenal, o qual reage com o DNA através da ligagdo com as
bases dos acidos nucléicos, formando adutos exociclicos (FRANK et al.,
2004).

No estudo realizado com ratos machos albinos da linhagem
Wistar (16 a 18 semanas de idade), expostos a diferentes concentragdes
de etanol (0,8 g; 1,2 g e 1,6 g de etanol/kg de peso) durante 4 semanas.
Observou-se que, além do menor ganho de peso corporal, também
houve um aumento significativo do &cido tiobarbitdrico e diminui¢do da
GSH no cérebro. Verificou-se ainda, uma inibicdo da SOD, CAT, GPx e
GR, caracterizando-as como enzimas dose-dependentes. Apesar disso,
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ndo houve nenhuma alteragdo fisiopatologica no cérebro (DAS et al.,
2007).

Em outro estudo, os autores avaliaram o efeito na prole da
ingestdo de 20% de etanol durante a gestacdo e lactacdo de ratas. Os
mesmos observaram uma diminuicdo da atividade da GPx e um
aumento da atividade da GR e da CAT no figado, enquanto que, no
soro, a atividade da GPx esteve aumentada (OJEDA et al., 2009). A
diminuicdo da entrada de GPx mitocondrial, poderia ser resultado da
entrada irregular de glutationa citosolica no interior da mitocondria
(COHEN-KEREM; KOREN, 2003). J4 0 aumento da atividade da GR
poderia ser consequéncia da resposta de adaptacdo celular ao estresse
oxidativo, com o objetivo de manter o nivel ideal de GSH, ou diminuir o
nivel de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato estado reduzido
(NADPH), o qual participa da intoxicacdo por etanol (OJEDA et al.,
2009). O aumento da atividade da CAT em lactentes perinatais sugere
que esta enzima tem um papel mais importante no metabolismo do
etanol do que o sistema ADH (TRAN; WU; HILL, 2007). Os niveis
aumentados de GPx no soro poderiam ser resultado do fato de que o
etanol diminui a entrada do selénio no figado. Desta forma, se mantém a
atividade da GPx alta no soro, e esta atua como primeira linha de defesa
contra o estresse oxidativo provocado pelo etanol (OJEDA et al., 2009).
Ou ainda, o nivel aumentado de GPx no soro poderia ser resultado da
menor ingestdo de leite materno como consequéncia da ingestdo do
etanol, o que provocaria desidratagdo (GARCIA-DELGADO et al.,
2004).

Estudos que avaliam a relagdo entre o estresse oxidativo na prole
nas fases da vida e o consumo de etanol por ratas lactantes ndo foram
encontrados até o presente momento. Um dos aspectos mais
evidenciados pelos estudos que avaliam o efeito do consumo materno de
etanol na prole é a alteracdo no crescimento e no desenvolvimento do
mesmo (OYAMA et al, 2000; MENNELLA, 2001; MURILLO-
FUENTES et al., 2007). Esses fatos motivaram a execucdo da presente
proposta.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do consumo de etanol por ratas lactantes no
estresse oxidativo da prole nas fases de lactagéo, jovem e adulta.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desenvolvimento da prole por meio do ganho de peso
nas fases de lactacdo, jovem e adulta da vida;

e Avaliar o estresse oxidativo na prole por meio da atividade
enzimatica da superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), glutationa S - transferase (GST) e catalase
(CAT), no sangue e no figado nas fases lactagdo, jovem e
adulta;

e Avaliar o dano lipidico na prole por meio da peroxidacdo
lipidica (TBARS) no plasma e figado nas fases lactacdo, jovem
e adulta.






4 SUJEITOS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL

Estudo experimental controlado, desenvolvido no Laboratério de
Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), com ratas fémeas da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério Central da UFSC. O protocolo do
estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais -
CEUA/UFSC (#103/CEUA) e esta de acordo com o World Medical
Association, Declaracéo de Helsinki (WMA, 2008).

4.2 ANIMAIS E TRATAMENTO

Participaram do estudo 6 ratas adultas (3 meses de idade), com
peso inicial compreendido entre 150 - 200 g. Durante o experimento, 0s
animais foram mantidos no biotério em gaiolas metabolicas individuais,
com temperatura constante de aproximadamente 22 + 2°C, e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. As ratas foram acasaladas e mantidas
durante a gestagdo com agua ¢ dieta comercial balanceada “ad libitum”
(Nuvilab CR-1®, Colombo, PR, Brasil). No dia do nascimento das
proles, considerado dia zero, as ratas foram distribuidas em 2 grupos
com 3 ratas em cada: Grupo Controle (GC) e Grupo Experimental (GE).
As proles (n= 18/cada), constituido de machos e fémeas, de cada grupo
de ratas (GC e GE) foram randomizadas (2 animais oriundos de cada
rata) em 3 subgrupos de acordo com a idade: Fase de Lactacdo (12 dias):
Grupo Controle Lactagdo (GCL) e Grupo Experimental Lactagio
(GEL). Na fase jovem (30 dias): Grupo Controle Jovem (GCJ) e Grupo
Experimental Jovem (GEJ) e na adulta (90 dias): Grupo Controle Adulto
(GCA) e Grupo Experimental Adulto (GEA) (Figura 1). As proles da
fase lactagdo do grupo controle e experimental ingeriram apenas leite
durante os 21 dias da lactacdo. As ratas do GC e as proles das fases
jovens e adultas tanto controle como experimental, receberam dieta
comercial e dgua “ad libitum” até o sacrificio. As ratas do GE (n= 3)
receberam dieta comercial e agua com 20% de etanol absoluto
(EMSURE® ACS, ISSO, Reag. Ph Eur MERCK Brasil Jacarepagué, RJ,
Brasil) “ad libitum” como tUnica fonte de liquido (TAVARES-DO-
CARMO; NASCIMENTO-CURI, 1990). A partir do 12° dia de
lactagdo, foi retirado o etanol da agua e as mées foram mantidas com
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livre acesso a alimentagdo comercial balanceada e agua até o sacrificio.
O sacrificio das ratas e da prole foi realizado por deslocamento cervical
com 0s animais em jejum e tendo sido utilizado éter etilico como
anestésico.

Figura 4 - Randomizacao das ratas e da prole.
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4.3 AVALIAGAO DO EFEITO DO ETANOL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DAS PROLES

O efeito do etanol sobre o desenvolvimento das proles foi
avaliado por meio do ganho de peso. Os animais foram pesados em
balanga Weighing Balance PW 3015 com capacidade de 1.500 gramas e
sensibilidade de 0,1 g (Coleman, Santo André - SP). Durante a lactacdo
o peso foi aferido pelo “pool” de todos os filhotes nos dias 0, 4 e 8. No
12° dia e nos demais periodos (jovem e adulto), o peso foi aferido
individualmente apds o sacrificio.

4.4 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Apo6s morte por deslocamento cervical, o figado foi rapidamente
removido, mantido no gelo, e perfundido em solucéo salina (0,9% NaCl)
gelada, por 5 minutos. Do figado foi retirado 100 mg e homogeneizado
(1:9 w/v) em uma solucdo tampdo 0,1% Triton X-100, 0,12M NaCl,
30mM Na,PO,, pH 7,4. A homogeneizagdo foi realizada a 4°C em um
homogeneizador tipo TISSUE TEAROR Variable Speed 5000 — 30000
RPM 1.2A (DREMEL, Biospec Products, INC. Bartlesville, Oklahoma,
USA). A seguir, o homogenato foi centrifugado a 5.000g por 10
minutos. Os sobrenadantes foram estocados em nitrogénio liquido até as
andlises. O sangue foi colhido por puncdo cardiaca, usando seringas
heparinizadas (BEUTLER, 1975). Ap6s a remocao do plasma, as células
vermelhas foram lavadas trés vezes em solucédo salina. O hemolisado foi
obtido ap6s a adicdo de trés volumes de 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, e
centrifugados a 3.000g por 5 minutos. O hemolisado foi posteriormente
diluido 500 vezes.

As andlises da atividade das enzimas catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST) e glutationa
peroxidase (GPx) foram realizadas no hemolisado e no homogenato. A
determinacdo das substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)
foi realizada no plasma e no homogenato.

Todos os parametros bioquimicos descritos acima foram medidos
em duplicata, exceto a determinacdo de TBARS, que foi medido em
triplicata. As substancias quimicas usadas foram provenientes da Sigma-
Aldrich Co., Ohio, EUA.
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4.4.1 Catalase

A atividade da CAT foi quantificada pela mensuracdo do
decaimento de 10 mM de solucdo de perdxido de hidrogénio a 240 nm
durante 60 segundos, pela enzima presente na amostra (AEBI, 1984).
Foi utilizado espectrofotdmetro GBC UV/VIS modelo 916 (Sidney-
Nova Gales do Sul, Australia). Os resultados foram expressos em mmol
H,0,/ min/ml ou g de tecido.

4.4.2 Superoxido dismutase

A SOD foi medida pelo método do Adrenocromo a 480 nm, de
acordo com Misra e Fridovich (1972) e modificado por Boveris e
Cadenas (1982). Para a leitura foi utilizado o espectrofotometro GBC
UV/VIS modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul, Australia). Os
resultados foram expressos em U SOD/ ml de sangue ou g de tecido.

4.4.3 Glutationa S-transferase

A atividade da GST foi determinada a 340 nm usando CDNB (1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno) como substrato e uma concentracdo de 0,15M
de GSH (HABIG et al., 1976). Foi utilizado o espectrofotdmetro GBC
UV/VIS modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul, Australia). Os
resultados foram expressos em pmol/min/ml de hemolisado ou g de
tecido.

4.4.4 Glutationa Peroxidase

A GPx foi medida a 340 nm através do sistema redutor glutationa
redutase/NADPH/glutationa oxidase, pela dismutacdo do tert-
butilhidroperoxido (FLOHE; GUNZLER, 1984). Os resultados foram
expressos em umol/min'ml de hemolisado ou g de tecido.

4.4.5 Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)

O TBARS foi determinado para avaliar a oxidacdo lipidica
enddgena no plasma e figado de acordo com Ohkawa et al. (1979) e
Bird e Draper (1984). Ao plasma foi adicionado acido tricloroacético a
12% (1:4 viv), e em seguida, centrifugado a 5000g por 3 minutos. Aos
sobrenadantes foi adicionado o tampédo Tris-HCI, 50 mM, pH 7.0,
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vortexeado por 20 segundos, e adicionado acido tiobarbitarico 0,67%,
mantidos em agua fervendo por 60 minutos e apds em 5°C por 30
minutos. Apds a retirada de porcdes do figado, foram imediatamente
adicionados 12% de acido tricloroacético (1:4 v/v), e depois
centrifugadas a 5000g por 3 minutos. Aos sobrenadantes foram
adicionados 50 mM Tris-HCI, pH 7,0, agitado por 20s, adicionado 67%
(w/v) de 4acido 2-tiobarbitirico, mantido em banho-maria por 60
minutos, em seguida resfriado a 5°C por 30 minutos, e posteriormente
analisado a 535nm. A leitura foi realizada no espectrofotémetro GBC
UV/VIS modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul, Australia). Resultados
foram expressos em pmol/ml de plasma ou g de tecido.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados coletados e anotados foram organizados com
dupla entrada, em arquivos do programa Excel 2007, para a
montagem do banco de dados. Na analise estatistica
inicialmente foi aplicado o teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram normalizados pela
transformacdo em log na base 10 e apresentados na forma de
média e erro-padrdo da média. Para diferencas entre as médias
dos grupos foi utilizado o teste “¢+” de Student ndo pareado
com nivel de significAncia menor de 5% (p < 0,05). Os testes
foram realizados utilizando o software estatistico Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 16.0 para
Windows.






5 ARTIGO ORIGINAL

ETHANOL IN LACTATION PROMOTES OXIDATIVE STRESS
IN DIFFERENT PHASES OF RATOFFSPRING BRIEF TITLE:
ETHANOL, LACTATION AND OXIDATIVE STRESS IN RATS

ABSTRACT

Backgroud & aims: To evaluate the effect of ethanol on body weight
and biomarkers catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD),
glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxidase (GPx),
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in the offspring.
Methods: The offspring (n=36) of adult Wistar rats in the control group
(CG) (n= 3) and Experimental Group (EG) (n= 3) were randomized in
lactation, young and adult (n= 6 rats/group). Both groups received a
commercial diet and water "ad libitum". EG received water with 20%
ethanol during 12 days of lactation.

Results: EG compared to CG: Weight gain was lower in lactating and
young (both p< 0.001). In young and adults, a decrease of SOD (p=
0.018, p< 0.001) and GST in blood only in youngs (p< 0.001), while the
GST, GPx and CAT were decreased in the liver of youngs (p= 0.008, p=
0.008 and p=0.004 respectively) and adults (p< 0.001, p= 0.017 and p=
0.053 respectively). TBARS was lower (p=0.019) in liver of lactating.
Conclusions: The maternal consumption of ethanol during lactation
caused lower body weight gain of offspring during the lactation and
young stages, normalizing in the adult stage. However, there was a
decrease in the enzymatic activity of SOD in blood, as well as in GST,
GPx and CAT in liver during young and adult phases.

Keywords: Ethanol, Lactation, Oxidative stress, Antioxidants, Offspring.
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1 BACKGROUD

Lactation is considered a critical stage of development of the
offspring, because the functions and structures of the organs and
systems are still in development, which makes them vulnerable to many
insults. *? In addition, the changes in organ functions can be caused by
changes in diet or by consumption of ethanol, causing oxidative stress
and several diseases. **

Through the milk, ethanol is easily distributed by passive
diffusion to the lactating due to its low molecular weight and solubility
in water and lipids. >® Doses of less than 0.3 g / kg of ethanol are
metabolized in the liver, over this dose ethanol is distributed throughout
the body through the bloodstream. Thus, a correlation between the
distribution volume of ethanol and the amount of total water exists. ®

In the liver, ethanol is metabolized in the cytosol of heEatocytes
to acetaldehyde, mainly by alcohol dehydrogenase (ADH). ' Besides
this, the catalase route (CAT) in peroxisomes and in mitochondria, also
oxidizes ethanol into acetaldehyde in the presence of hydrogen peroxide
(H,0,). ®° When ethanol is consumed chronically, such metabolism
occurs via the microsomal oxidation system of ethanol (MEQS), being
the cytochrome enzyme P4502E1 SCYPZEl) responsible for ethanol
transformation into acetaldehyde. '°*

There are enough evidences that MEOS generates, reactive
oxigen species (ROS), including superoxide anion (O,") and H,0,
together with a depletion of reduced glutathione (GSH) and lipid
peroxidation, resulting in an increased oxidative stress. *°¢1*
Antioxidants are substances that delay or prevent significantly the
oxidation of substrates, even though at concentrations below their
oxidizable substrates. > Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx) and glutathione S-transferase (GST) are
among the main of the enzymatic antioxidants. *°

Ingestion of ethanol during lactation may cause growth and
development. The evaluation of the water consumption with 10% of
ethanol for 12 days of lactation showed a slower growth of the offspring
compared to the control group. *’ Similarly, the water consumption with
20% of ethanol by rats in the corresponding phases of induction (prior
stage to reproduction), gestation and lactation resulted in a decrease of
hepatic activity of GPx, Which was attributable to the illegal entry of
cytosolic GSH within the mitochondria. 18 Moreover, other studies have
shown that ethanol consumption can cause depletion of antioxidants,
which increase the susceptibility to oxidative stress by increased lipid
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peroxidation, and also neuronal changes in the transition of
mitochondrial permeability. ***

The consequences of ethanol consumption during lactation
stages, 2% %* in young and adult offspring have been little studied. Thus,
this study evaluated the effect of ethanol consumption by lactating rats
on oxidative stress in the offspring stages of life.

2 MATERIALS AND METHODS
2.1 Experimental design and animals

Randomized controlled experimental study developed at the
Laboratory of Experimental Nutrition of the Department of Nutrition at
the Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), with female rats of
Wistar strain, coming from the Central Vivarium Laboratory of this
university. The study protocol was approved by the Ethics Committee
on Animal Use of UFSC and in agreement with the World Medical
Association Declaration of Helsinki. **

The study included six adult rats (3 months of age), initially
weighing between 150-200 g. During the experiment, the animals were
kept in a vivarium in individual metabolic cages with constant
temperature of approximately 22 + 2° C and light / dark cycle of 12/12
hours. The rats were mated and maintained during pregnancy with water
and with a balanced commercial diet "ad libitum" (Nuvilab CR-1°,
Colombo, PR, Brazil). On the birth day of the offspring, considered as
zero day, rats were divided into 2 groups with 3 rats in each: Control
Group (CG) and Experimental Group (EG). The offspring (n= 18),
consisting of males and females in each group of rats (CG and EG) were
randomized (two animals from each rat) in three groups according to the
age, lactation stage (12 days): Lactation Control Group (LCG) and
Lactation Experimental Group (LEG). In the young stage (30 days)
Young Control Group (YCG) and Young Experimental Group (YEG),
and in the adult stage (90 days): Adult Control Group (ACG) and Adult
Experimental Group (AEG) (Figure 1).

The offspring of the lactation phase of the control and
experimental group drank only milk during the 21 days of lactation. The
rats of the CG and of the offspring of the young and adult stages from
both, control and experimental group, received commercial diet and "ad
libitum™ water until the sacrifice. The rats of GE (n= 3) received a
commercial diet and water with 20% of ethanol (EMSURE ® ACS,
ISO, Reag. Ph Eur MERCK Brazil Jacarepagua, RJ, Brazil) "ad libitum"
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as the only source of liquid. * From the 12" day of lactation, ethanol
was removed from water and the mothers were maintained with free
access to a balanced commercial diet and water until sacrifice. The
sacrifice of the rats and of the offspring was performed by cervical
dislocation in fasting state.

2.2 Effect of ethanol on offspring development

The effect of ethanol on the development of offspring was
evaluated by body weight gain. The animals were weighed in a
Weighing Balance PW 3015 with capacity of 1500 grams and a
sensitivity of 0.1 g (Coleman, Santo André - SP). During the lactation
stage, weight was measured by the "pool" of pups on the days 0, 4 and
8. Animals also were weighed on the 12" day at the end of the juvenile
and adult stage, as well as before the sacrifice.

2.3 Markers of oxidative stress

After sacrifice the liver was quickly removed, kept on ice, and
perfused with saline (0.9% NaCl) solution iced for 5 minutes. It was
removed 100 mg of liver, placed in a buffer solution 0.1% Triton X-100,
0.12 M NaCl, 30 mM Na,POy,, pH 7.4 and homogenised (1:9 w/ v) at 4°
C in a homogenizer TISSUE TEAROR Variable Speed 5000-30000
RPM 1.2A (DREMEL®, Biospec Products, INC. Bartlesville,
Oklahoma, USA). The homogenate was centrifuged at 5000 g for 10
minutes. The supernatants were stored in liquid nitrogen until the
analysis. Blood was collected by cardiac puncture, using heparinised
syringes. ° After the plasma removal , red cells were washed three
times in saline solution. The hemolysates were obtained after addition of
three volumes of 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, and centrifuged at 3000 g for
5 minutes, and then were diluted 500 times. ” The analyzes of the
activity of catalase enzymes (CAT) ?" superoxide dismutase (SOD), %%
glutathione S-transferase (GST) ¥ and glutathione peroxidase (GPx) **
were performed in hemolysate and in homogenate.

For determination of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) there were used the plasma and the homogenate. It was added
12% of trichloroacetic acid (1:4 v/v) to the plasma being subsequently
centrifuged at 5000 g for 3 minutes. It was added the Tris-HCI 50 mM,
pH 7.0 buffer to the supernatants, vortexed for 20 seconds and added
0.67% of thiobarbituric acid, kept in boiling water for 60 minutes and
then at 5° C for 30 minutes. After removal of portions of the liver, It was
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immediately added 12% of trichloroacetic acid (1:4 v/v) and then
centrifuged at 5000 g for 3 minutes.

It was added 50 mM of Tris-HCI, pH 7.0 to the Supernatants,
shaken for 20 seconds, added 67% (w/v) of 2-thiobarbituric acid, kept in
a water bath for 60 minutes then cooled to 5° C for 30 minutes and
subsequently analyzed at 535nm. **% For the readings, it was used the
GBC UV/VIS spectrophotometer model 916 (Sydney, New South
Wales, Australia). All described biochemical parameters were measured
in duplicate, excepting for the determination of TBARS that was in
triplicate. The used chemical substances in this study were purchased
from Sigma-Aldrich Co., Ohio, USA

2.4 Statistical Analysis

Initially the test for normality of Kolmogorov-Smirnov was
applied. The results were normalized by the processing into log in base
10 and presented as a mean form and standard error of the mean. For the
differences between group means, it was used the test not paired Student
"T" with a significance level lower than 5% (p< 0.05). The tests were
performed using the statistical software Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) 16.0 version for Windows.

3. RESULTS
3.1 Gain of body weight

The initial weight on the zero day (LEG: 0.13 and LCG: 0.13 g)
and on day 4 (LEG: 0.16 and LCG: 0.16 g), measured by the "pool" of
the animals until the 12" day of lactation, it was similar to LEG in
relation to the LCG. However, on the 8" day (LEG: 0.17 g and LCG:
0.19 g) and on the 12" day of lactation (LEG: 0.19 g and LCG: 0.22 g),
the LEG presented lower body weight gain when compared to LCG
(Figure 2 a).

The mean body weight gain considering the phases of the study:
lactation and young, it was significantly lower in GE (LEG: 1.15 + 0.01,
p< 0.001; YEG: 1.82 + 0.03, p= 0.001) compared to GC (LCG: 1.30
0.01, YCG: 1.96 + 0.02) until the young stage. In the adult stage, it was
not observed any difference in the mean of body weight between AEG
and ACG (AEG: 2.46 + 0.02, ACG: 2.45 + 0.02, p= 0.728) (Figure 2 b).
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Figure 2aand b
3.2 Hemolysate antioxidant enzymes

The SOD activity was lower in all phases of the GE, being this
difference significant for YEG (YEG: 2.04 = 0.05, YCG: 2.23 + 0.04,
p= 0.018) and AEG (AEG: 2.11 + 0.03, ACG: 2.32 + 0.02, p< 0.001)
compared to controls. The GST activity decreased only in young
animals (YEG: 1.20 £ 0.01, YCG: 2.31 %= 0.04, p< 0.001). No
differences in GPx and CAT activity but with no difference in the AEG
compared to the ACG. For the CAT in the LEG (Table 1).

Table 1
3.3 Liver antioxidant enzymes

In EG, there was a decrease of the enzymatic activity of most of
the antioxidants evaluated in relation to the CG in all three phases
studied(lactation, young and adult). SOD showed no difference between
the groups in any of the three phases. For GST the groups YEG (YEG:
1.60 + 0.01, YCG: 1.62 + 0.02, p= 0.008) and AEG (AEG: 1.50 + 0.03,
GCA: 1.71 + 0.01, p< 0,001) presented significantly lower values
compared to the control ones. There was a significant decrease of the
activity also for the GPx both in the group of young stage (GEJ: 0.91 +
0.04, GCJ: 1.06 + 0.02, p= 0.008) as for the adult group (AEG: 0.81 +
0.03, ACG: 0.98 + 0.06, p= 0.017) compared to the corresponding
control groups. With respect to CAT, the difference was significant only
in YEG (YEG: 0.85 £ 0.05, YCG: 0.99 + 0.02, p= 0.035) (Figure 3).

Figure 3
3.4 Assessment of lipid peroxidation

TBARS levels in plasma presented no difference in GE in the
stages of lactation (GEL: 1.20 + 0.01, GCL: 1.13 £ 0.05, p= 0.249) and
adult (GEA: 1.48 + 0.10, GCA: 1.35 + 0.04, p= 0.258) (Figure 4a).
However, in the liver occurred a decrease of lipid peroxides in the
lactation phase (GEL: 1.60 + 0.01, GCL: 1.70 + 0.03, p= 0.019), which
was not detected in the other phases compared to controls (Figure 4b).

Figure 4aand b
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4 DISCUSSION

Studies on rats have shown a significant relationship between
ethanol intake and the development of oxidative stress during gestation
and lactation. **** According to the literature, ethanol consumption in
lactating rats may result, in a decreased body weight gain of the
offspring.’?3*% In the present study, rat offspring that were given
ethanol for a period of 12 days (lactation stage), also revealed less
weight gain. This result was similar to that observed in the offspring of
lactating rats that reduced the weight after receiving water with 20%
ethanol for 12 days. *” This lower weight gain may be related to maternal
malnutrition caused by ethanol intake®® Thus resulting in a lower milk
production. Ethanol acts in the posterior pituitary thereby inhibiting
suckling induced by oxytocin release, that is, the administration of
ethanol during lactation affects milk consumption of the offspring. * In
this present study, weight gain remained significantly lower until the
young stage (30 days), whereas in the adult stage (90 days), the average
body weight of the animals became similar to the adult control group.
However, no studies yet have evaluated the effect of ethanol
consumption during lactation until the adult age. Nevertheless, the
related literature has show that malnutrition during prenatal and
postnatal may result in a decrease in oxidative metabolism of
lipidsleading to the use of carbohydrates as a preferred source of energy.
This fact would further contribute to a greater deposition of body fat and
consequent obesity.*®

Rat offspring exposed to ethanol showed no changes in SOD
activity during lactation both in hemolysates and the liver homogenates,
results similar to that found in a related study.'® However in the young
and adult stages, a significant decrease in SOD activity in the
hemolysate was detected in the present study. Previous studies that
evaluated the effect of water consumption with 20% of ethanol in young
male rats (3 months) and aged (18 months), a decrease in the activity of
hepatic SOD in both stages was detected, which can be related to the age
of the animals. ¥’ This decrease SOD activity can consequently result in
an increase of lipid peroxidation, nitrotyrosine accumulation, extensive
centrilobular necrosis and inflammation. *

The hepatic GST activity decreased in youngs and adults from the
experimental groups whereas in the hemolysate its activity decreased
only in g/oungs, a result contrary to these found in previous releted
studies. *"* These authors attributed the increased activity of GST
found, as an adaptive response to protect tissues against oxidative stress
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induced by ethanol. *"*° However, in studies performed in rats, it has
been observed that the ingestion of ethanol exacerbated ROS production
in mitochondrial hepatocytes and depleted levels of antioxidants such as
hepatic GSH, **! and also GST activity.* Beside GSH role to directly
neutralize different kinds of ROS this represent endogenous tripeptide
also serves as a substrate for the GST and GPX enzymes. '° Moreover,
the general antioxidant activity is gradually decreased with the aging
process. *** Thus, the decreased GST activity found in this present
study, can be attributable either as consequence of ethanol consumption
by depleting the GSH level in liver and blood, as a consequence of
aging process.

GPx plays a prominent role by removing toxic hydroperoxides in
cells.*” In the present study, the activity of hepatic and erythrocytic GPx
during lactation showed no significant changes. However, in other
related study, GPx activity in the ethanol group compared to the
corresponding control group has decreased in liver and also increased in
serum during lactation. *® The increased GPx activity measured in serum
may be result of ethanol ingestion allows less selenium to enter the liver
in order to keep a high GPx activity in serum. *® Thus, the GPx in serum,
might act as first line of defence against the oxidative stress caused by
ethanol. *® On the contrary, the hepatic decrease of GPx may result from
the irregular entry of cytosolic glutathione within the mitochondria,
resulting in a decrease of the mitochondrial pool of GPx. ** In young and
adult stages the hepatic GPx activity, was significantly decreased while
in the GPx hemolysate no significant changes were detected. In Other
similar study, the hepatic activity of GPx was also decreased after
chronic consumption of ethanol in young and aged rats. ¥ This decrease
in hepatic GPx activity might be due to the augmentation of ROS, while
decreases the hepatic levels of GSH, an essential co-factor for GPx
activity. “*** As mentioned above this GPx decrease may also result
from the decreased entry of selenium in liver due to the consumption of
etanol® and / or from the aging process. ** Accordingly, rats with
advanced age are more susceptible to oxidative stress induced by
ethanol consumption than younger animals. * This enhanced
susceptibility may be a consequence of a slower metabolism of ethanol,
excessive production of ROS and/or depletion of GSH 34 on NADPH

levels.

CAT hepatic activity decreased only in the young stage, being
while in the hemolysates it remained unchanged. However, increased
CAT hepatic activity was observed in other related study, *® a reprise
that may reflect its role in ethanol metabolism, especially in neonates, or
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a reprise to enhanced cellular leads of H,O, generation.®*” In a study
with young and aged rats, a decrease in CAT activity in both groups was
observed, being higher in the elderly group. ¥ The authors suggested
that both aging and ethanol consumption may be responsible for the
decreased activity of CAT. ¥

During lactation and adult stages, no difference in plasma lipid
peroxidation in the EG was observed, while in liver it was significantly
decreased in the LEG. However, a similar study that also evaluated lipid
peroxidation in liver through TBARS levels, found no significant
changes. *®

The maternal consumption of ethanol during lactation caused
lower body weight gain of offspring during lactation and young stages,
normalizing in the adult stage. However, there was a decrease in the
enzymatic activity of erytrocytic SOD, and also in hepatic GST, GPx
and CAT in the young and adult phases. It is suggested further studies
on this subject, to observe the effect of ethanol consumption during
lactation and through the life stages.
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Figure 2 a and b (a) Offspring log body weight until the 12" day of life. (b)
Offspring log body weight at the 12", 30™ and 90™ day of life. LCG:
Lactation Control Group; LEG: Lactation Experimental Group; YCG:
Young Control Group; YEG: Young Experimental Group; ACG: Adult
Control Group, AEG: Adult Experimental Group. Values were normalized
by logy, transformation and expressed as mean =+ standard deviation, n= 6
animals per group. "t" Student test was used.



Tabela 1 Activity of enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxides (GPx)
and catalase (CAT) in the hemolysates of the offspring of Wistar rats in the lactation, young and adult stages.

Variables LCG LEG p YCG YEG p ACG AEG p
B om G om G5 2 am
Snswl-l/min/ml 2(,)‘,11121r 2(,)%; 0.458 2(53,34i 1(’)2,9((‘)911r <0,001 2(7)2,(4;5)_r 2(’)?3; 0411
T S L e v L A 1
En':\c-)rllmin/ml 0(,)?3; ()(,)t,?’(:)LSJ_r 0.853 1(')(,)(E);li 1&)?(?5 0874 1(’)(,)31i %)%); 0695

LCG: Lactation Control Group; LEG: Lactation Experimental Group; YCG: Young Control Group; YEG: Young
Experimental Group; ACG: Adult Control Group; AEG: Adult Experimental Group. Values were normalized by logig

transformation and expressed as mean

+ standard deviation, n= 6 animals per group. "t" Student test was used.
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Figure 3 Activity of liver enzymes superoxide dismutase (SOD), glutathione S-transferase (GST), glutathione peroxides
(GPx) and catalase (CAT) in the offspring of Wistar rats. LCG: Lactation Control Group; LEG: Lactation Experimental
Group; YCG: Young Control Group; YEG: Young Experimental Group; ACG: Adult Control Group, AEG: Adult
Experimental Group. Values were normalized by log;, transformation and expressed as mean =+ standard deviation, n= 6
animals per group. "t" Student test was used.
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Figure 4 Plasma (a) and hepatic (b) levels of TBARS of the offspring of Wistar rats. TBARS: Thiobarbituric Acid Reactive
Substances; LCG: Lactation Control Group; LEG: Lactation Experimental Group; YCG: Young Control Group; YEG:
Young Experimental Group; ACG: Adult Control Group, AEG: Adult Experimental Group. Values were normalized by
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6 TRADUCAO DO ARTIGO ORIGINAL

ETANOL NA LACTAGAO PROMOVE ESTRESSE OXIDATIVO
EM DIFERENTES FASES DA PROLE DE RATOS

Titulo resumido: Etanol, lactacdo e estresse oxidativo em ratos

RESUMO

Introducdo &£ objetivo: Avaliar o efeito do etanol sobre o peso e 0s
marcadores catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa S-
transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) na prole.

Métodos: A prole (n= 36) de ratas adultas Wistar do Grupo Controle
(GC) (n= 3) e Grupo Experimental (GE) (n= 3) foram randomizadas em
lactantes, jovens e adultos (n= 6 ratos/grupo). Os grupos receberam
dieta comercial e agua “ad libitum”. GE recebeu agua com 20% de
etanol até 12° dia de lactacéo.

Resultados: GE comparado ao GC: Ganho de peso foi menor nos
lactentes e jovens (ambos p< 0,001). Nos jovens e adultos, ocorreu
diminuicdo sérica da SOD (p= 0,018; P<0,001) e na GST apenas nos
jovens (p< 0,001). A GST, GPx e CAT hepaticas aumentaram nos
jovens (p= 0,008; p= 0,008 e p= 0,0035 respectivamente) e adultos (p<
0,001; p= 0,017 e p= 0,053 respectivamente). TBARS foi maior (p=
0,019) nos lactentes.

Conclusdo: O consumo materno de etanol durante a lactacdo causou
menor ganho de peso corporal da prole durante as fases de lactacéo e
jovem, normalizando na fase adulta. Entretante, houve uma diminuigédo
da atividade enzimatica da SOD no sangue e da GST, GPx e CAT no
figado nas fases jovem e adulta.

Palavras chave: Etanol; Lactacdo; Estresse oxidativo; Antioxidantes;
Prole.
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1 INTRODUCAO

A lactacdo é considerada uma fase critica do desenvolvimento da
prole, pois as fungdes e as estruturas dos 6rgdos e sistemas estdo em
formacdo, 0 que os torna vulneraveis as agressdes e insultos.*? Além
disso, as modificagcBes nas funcdes organicas podem ser causadas por
alteracGes na dieta ou pelo consumo de etanol, ocasionando estresse
oxidativo e doencas.®*

Pelo leite materno o etanol ¢ distribuido facilmente por difusdo
passiva para o lactente devido ao seu baixo peso molecular e
solubilidade em &gua e lipidio. >® Doses inferiores a 0,3 g/kg de etanol
sdo metabolizados no figado, acima desta dose o etanol ¢ distribuido no
corpo pela corrente sanguinea. Havendo assim, uma correlacdo entre o
volume de distribuicéo do etanol e a quantidade de agua total.”

No figado o etanol é metabolizado no citosol dos hepatdcitos a
acetaldeido, principalmente pela via alcool desidrogenase (ADH).” Além
desta, tem-se a via catalase (CAT) nos peroxissomos e mitocondrias,
gue também oxida o etanol & acetaldeido na presenca de peroxido de
hidrogénio (H,0,).2° Quando o etanol é consumido cronicamente, a
metabolizacdo ocorre via sistema microssomal de oxidacdo de etanol
(MEQS), sendo a enzima citocromo P4502E1 (CYP2EL), responsavel
pela transformacéo do etanol & acetaldeido.’®™* Hé evidéncias de que
pela via MEOS, sdo geradas espécies reativas entre elas o anion
superoxido (0,") e H,0,, além de ocorrer deplecdo da glutationa
reduzida (GSH) e peroxidacdo lipidica, ou seja, tem-se uma producdo
elevada de espécies reativas e/ou uma deficiéncia de antioxidantes,
resultando em um aumento do estresse oxidativo.>***** Qs
antioxidantes sdo substancias que retardam ou evitam significativamente
a oxidacdo de substratos, mesmo estando em concentra¢des inferiores
aos substratos oxidéaveis."® Dos antioxidantes enziméticos fazem parte
principalmente a superoxido dismutase (SOD), a CAT, a glutationa
peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase (GST).'®

A ingestdo de etanol durante a lactacdo pode causar alteracGes de
crescimento e desenvolvimento. A avaliagdo do consumo de agua com
10% de etanol durante 12 dias de lactagdo mostrou um menor
crescimento corporal da prole em relacdo ao grupo controle.’’ Da
mesma forma, que o consumo de agua com 20% de etanol por ratas
durante as fases correspondentes a inducdo (fase anterior a reproducéo),
gestacdo e lactacdo, ocasionou uma diminuicdo da atividade hepatica da
glutationa peroxidase (GPx). Os autores sugerem que esse processo €
devido a entrada irregular de glutationa citosélica no interior da
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mitocondria.*® Além disso, outros estudos tem mostrado, que o consumo
de etanol pode causar a deplecdo de antioxidantes, o que aumentaria a
susceptibilidade ao estresse oxidativo, pelo aumento da peroxidacéo
lipidica, alteragc")es neuronais e na transicdo da permeabilidade
mitocondrial.**%*

As consequéncias do consumo de etanol durante a lactagdo nas
fases da lactacdo,?**® jovem e adulta na prole tem sido pouco estudado.
Desta forma, o presente estudo avaliou o efeito do etanol sobre o peso e
os marcadores catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa
S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx) e substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) na prole.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Desenho experimental e animais

Estudo experimental randomizado controlado, desenvolvido no
Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutri¢do da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com ratas fémeas da
linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da UFSC. O
protocolo do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina e estd de acordo
com a World Medical Association, Declaracéo de Helsinki.**

Participaram do estudo 6 ratas adultas (3 meses de idade), com
peso inicial compreendido entre 150-200 g. Durante 0 experimento, 0s
animais foram mantidos no biotério em gaiolas metabdlicas individuais,
com temperatura constante de aproximadamente 22 + 2°C, e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas. As ratas foram acasaladas e mantidas
durante a gestacdo com agua e dieta comercial balanceada “ad libitum”
(Nuvilab CR-1®, Colombo, PR, Brasil). No dia do nascimento das
proles, considerado dia zero, as ratas foram distribuidas em 2 grupos
com 3 ratas em cada: Grupo Controle (GC) e Grupo Experimental (GE).
As proles (n= 18), constituido de machos e fémeas, de cada grupo de
ratas (GC e GE) foram randomizadas (2 animais oriundos de cada rata)
em 3 grupos de acordo com a idade: Fase de Lactacdo (12 dias): Grupo
Controle Lactacdo (GCL) e Grupo Experimental Lactacdo (GEL). Na
fase jovem (30 dias): Grupo Controle Jovem (GCJ) e Grupo
Experimental Jovem (GEJ) e na adulta (90 dias): Grupo Controle Adulto
(GCA) e Grupo Experimental Adulto (GEA) (Figura 1).
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As proles da fase lactacdo do grupo controle e experimental
ingeriram apenas leite durante os 21 dias da lactacéo. As ratas do GC e
as proles das fases jovem e adulta tanto controle como experimental,
receberam dieta comercial e agua “ad libitum” até o sacrificio. As ratas
do GE (n= 3) receberam dieta comercial e 4gua com 20% de etanol
absoluto (EMSURE® ACS, I1SSO, Reag. Ph Eur MERCK Brasil
Jacarepagua, RJ, Brasil) “ad libitum” como unica fonte de liquido.® A
partir do 12° dia de lactagdo, foi retirado o etanol da agua e as maes
foram mantidas com livre acesso a alimentacdo comercial balanceada e
agua até o sacrificio. O sacrificio das ratas e da prole foi realizado por
deslocamento cervical com os animais em jejum.

2.2 Efeito do etanol no desenvolvimento da prole

O efeito do etanol sobre o desenvolvimento da prole foi avaliado
por meio do ganho de peso do corporal. Os animais foram pesados em
balanca Weighing Balance PW 3015 com capacidade de 1.500 gramas e
sensibilidade de 0,1 g (Coleman, Santo André - SP). Durante a fase
lactagdo o peso foi aferido pelo “pool” dos filhotes nos dias 0, 4 ¢ 8. Os
animais também foram pesados no 12° dia, no final da fase jovem e da
fase adulto, bem como antes do sacrificio.

2.3 Marcadores de estresse oxidativo

Apos o sacrificio o figado foi rapidamente removido, mantido no
gelo, e perfundido com solucdo salina (0,9% NaCl) gelada, por 5
minutos. Foi retirada 100 mg de figado, colocado em uma solugéo
tampédo 0,1% Triton X-100, 0,12M NaCl, 30 mM Na,PO,4, pH 7,4 e
homogeinezado (1:9 w/v) a 4°C em um homogeneizador TISSUE
TEAROR Variable Speed 5000 - 30000 RPM 1.2A (DREMEL®,
Biospec Products, INC. Bartlesville, Oklahoma, USA). O homogenato
foi centrifugado a 5000 g por 10 minutos. Os sobrenadantes foram
estocados em nitrogénio liquido até as analises. O sangue foi coletado
por puncdo cardiaca, utilizando seringas heparinisadas.”® Apés a
remogdo do plasma, as células vermelhas foram lavadas trés vezes em
solucdo salina. Os hemolisados foram obtidos ap6s adicdo de trés
volumes de 20 mM Tris-HCI, pH 8,0, e centrifugados a 3000 g por 5
minut os, e a seguir foram diluidos 500 vezes.?’ As analises da atividade
das enzimas catalase (CAT227, superoxido dismutase (SOD),?*%
glutationa S-transferase (GST)* e glutationa peroxidase (GPx)*! foram
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realizadas no hemolisado e no homogenato. Para a determinacdo das
substancias reativas do acido tiobarbitdrico (TBARS) foram utilizado o
plasma e o homogenato. Ao plasma foi adicionado acido tricloroacético
a 12% (1:4 vlv), sendo posteriormente centrifugado a 5000 g por 3
minutos. Aos sobrenadantes foi adicionado o tampéo Tris-HCI, 50 mM,
pH 7.0, vortexeado por 20 segundos, e adicionado éacido tiobarbitdrico
0,67%, mantidos em agua fervendo por 60 minutos e apds em 5°C por
30 minutos. Apds a retirada de por¢des do figado, foram imediatamente
adicionados 12% de 4&cido tricloroacético (1:4 v/v), e depois
centrifugadas a 5000 g por 3 minutos. Aos sobrenadantes foram
adicionados 50 mM Tris-HCI, pH 7,0, agitado por 20s, adicionado 67%
(w/v) de 4&cido 2-tiobarbitdrico, mantido em banho-maria por 60
minutos, em seguida resfriado a 5°C por 30 minutos, e posteriormente
analisado a 535nm.**** Para as leituras foi utilizado o espectrofotdmetro
GBC UV/VIS modelo 916 (Sidney-Nova Gales do Sul, Australia).
Todos o0s parametros bioquimicos descritos foram medidos em
duplicata, exceto a determinacdo de TBARS que foi em triplicata. As
substancias quimicas usadas no presente estudo foram adquiridas da
Sigma-Aldrich Co., Ohio, EUA.

2.4 Analise estatistica

Na anélise estatistica inicialmente foi aplicado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os resultados foram
normalizados pela transformacdo em log na base 10 e
apresentados na forma de média e erro-padrdo da média. Para
diferencas entre as médias dos grupos foi utilizado o teste “¢”
Student ndo pareado com nivel de significancia menor de 5%
(p < 0,05). Os testes foram realizados utilizando o software
estatistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)
versdo 16.0 para Windows.

3 RESULTADOS
3.1 Ganho de Peso Corporal
O peso inicial no dia zero (GEL: 0,13 e GCL: 0,13 g, p= 0,321)

e no dia 4 (GEL: 0,16 e GCL: 0,16 g, p= 0,190), avaliado pelo “pool”
dos animais até o 12° dia de lactacdo, foi semelhante para o GEL em
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relagdo ao GCL. No entanto, no 8° dia (GEL.: 0,17 g e GCL: 0,19 g, p<
0,001) e 12° dia de lactacdo (GEL: 0,19 g e GCL.: 0,22 g, p< 0,001), o
GEL apresentou menor ganho de peso corporal, quando comparado ao
GCL (Figura 2 a).

A média de ganho de peso corporal considerando as fases do
estudo lactagdo e jovem foi significativamente menor no GE (GEL.: 1,15
+ 0,01, p< 0,001; GEJ: 1,82 + 0,03, p= 0,001) em relagdo ao GC (GCL.:
1,30 £ 0,01, GCJ: 1,96 + 0,02) até a fase jovem. Na fase adulta, ndo foi
observado diferenca na média de peso corporal entre GEA e GCA
(GEA: 2,46 + 0,02, GCA: 2,45 + 0,02, p=0,728) (Figura 2 b).

Figura2aeb
3.2 Enzimas antioxidantes no hemolisado

A atividade enzimatica da SOD foi menor em todas as fases do
GE (lactacdo, jovem e adulta), sendo esta diferenca significativa para os
GEJ (GEJ: 2,04 + 0,05, GCJ: 2,23 + 0,04, p= 0,018) e GEA (GEA: 2,11
+ 0,03, GCA: 2,32 £ 0,02, p< 0,001) em comparacdo aos respectivos
controles. A atividade da GST diminuiu somente no GEJ (GEJ: 1,20 +
0,01, GCJ: 2,31 + 0,04, p< 0,001). Nenhuma diferenca significativa foi
encontrada na atividade da GPx e da CAT no GEL (Tabela 1).

Tabela 1
3.3 Enzimas antioxidantes hepaticas

No GE, houve uma diminuicdo da atividade enzimatica para a
maioria dos antioxidantes avaliados em relacdo ao GC nas trés fases
estudadas (lactagdo, jovem e adulta). A SOD ndo mostrou diferenca
entre 0s grupos estudados em nenhuma das trés fases. Para a GST 0s
grupos GEJ (GEJ: 1,60 + 0,01, GCJ: 1,62 + 0,02, p= 0,008) e GEA
(GEA: 1,50 + 0,03, GCA: 1,71 + 0,01, p< 0,001) apresentaram valores
significativamente menores em relacdo aos controles. Houve diminui¢do
significativa da atividade também para a GPx, tanto no grupo da fase
jovem (GEJ: 0,91 + 0,04, GCJ: 1,06 + 0,02, p= 0,008) como para 0
grupo da fase adulta (GEA: 0,81 + 0,03, GCA: 0,98 + 0,06, p= 0,017)
em relacdo aos respectivos grupos controles. Com relacdo a CAT, a
diferenca foi significativa apenas no GEJ (GEJ: 0,85 £ 0,05, GCJ: 0,99
+ 0,02, p=0,035) (Figura 3).
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Figura 3
3.4 Avaliacéo da peroxidacéo lipidica

O biomarcador TBARS no plasma apresentou um aumento sem
diferenca no GE nas fases de lactagdo (GEL: 1,20 + 0,01, GCL: 1,13 +
0,05, p= 0,249) e adulta (GEA: 1,48 + 0,10, GCA: 1,35 + 0,04, p=
0,258) (Figura 4 a). Entretanto, no figado, ocorreu uma diminuic¢do dos
perdxidos lipidicos na fase de lactacdo (GEL: 1,60 = 0,01, GCL: 1,70 +
0,03, p=0,019), 0 mesmo ndo ocorreu nas demais fases em comparacéo
aos controles (Figura 4 b).

Figuradaeb

4 DISCUSSAO

Estudos com ratos tém mostrado uma relagdo importante entre o
consumo de etanol e o desenvolvimento de estresse oxidativo durante a
gestacdo e/ou lactagdo.’®*?! O consumo de etanol por ratas lactantes pode
resultar, de acordo com a literatura, em um menor ganho de peso
corporal da prole.}"#%3 No presente estudo, as proles das ratas que
receberam etanol pelo periodo de 12 dias (fase de lactacdo), tiveram um
menor ganho de peso. Resultado esse, semelhante ao observado nas
proles das ratas lactantes que reduziram o peso apés receber dgua com
20% de etanol durante 12 dias."” O menor ganho de peso pode estar
relacionado & desnutricdo materna causada pela ingestio de etanol.?
Resultando assim, em uma menor producdo de leite e consequente
menor ganho de peso da prole. O etanol também age na hipofise
posterior inibindo a sucgdo induzida pela liberagéo de ocitocina, ou seja,
a administracdo de etanol durante a lactacdo pode afetar o consumo de
leite.? Neste estudo observou-se ainda, que o ganho de peso permaneceu
significativamente menor no grupo experimental até a fase jovem (30
dias), 0 que ndo ocorreu na fase adulta (90 dias), onde a média de peso
corporal dos animais tornou-se semelhante ao grupo controle adulto. No
entanto, ndo foram encontrados estudos que avaliem o efeito até a idade
adulta do consumo de etanol durante a lactagdo. Contudo, encontrou-se
na literatura que a exposicdo a desnutricdo na gestacdo e no pés-natal,
pode resultar em uma diminuicdo do metabolismo oxidativo de lipidios
0 que levaria a utilizacdo de carboidratos como fonte preferencial de
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energia. Este fato contribuiria para um maior depdsito de gordura
corporal e consequente obesidade.*

As proles das ratas expostas ao etanol apresentaram alterac@es na
atividade da enzima SOD na fase da lactacdo tanto no hemolisado
quanto no figado, resultado similar ao encontrado em outro estudo.
No entanto, nas fases correspondentes a jovem e adulta, uma diminuigéo
significativa na atividade da SOD no hemolisado foi encontrado no
presente estudo. Da mesma forma que no estudo, que avaliou o efeito do
consumo de agua com 20% de etanol em ratos machos jovens (3 meses)
e idosos (18 meses), observou uma diminuicdo da atividade da SOD
hepética nestas fases, entretanto esta diminuicdo pode estar relacionada
com a idade dos animais.*’ Podendo resultar em um aumento da
peroxidacdo lipidica, acimulo de nitrotirosina, necrose centrolobular
extensa e inflamago.®

A atividade da GST hepatica foi diminuida no grupo
experimental jovem e adulto e a no hemolisado apenas no grupo jovem,
resultado este contrario ao encontrado em estudos anteriores. ¥ Estes
autores justificaram o aumento da atividade da GST, como sendo uma
resposta adaptativa para Eroteger 0s tecidos contra o estresse oxidativo
induzido pelo etanol. ¥*° No entanto, nos estudos realizados em ratos,
tem-se observado que a ingestdo de etanol exacerba a producéo de ERO
em hepatdcitos mitocondriais e diminui os niveis de antioxidantes como
a GSH hepética ***! e também a ativvidade da GST.** Sendo que, a
GSH além de reagir diretamente com ERO também serve como
substrato para as enzimas GST e GPx.* Além disso, a atividade
antioxidante é gradativamente diminuida com a idade.*"*® Desta forma,
a diminuicdo da atividade da GST encontrada neste estudo, pode ser
tanto por consequéncia do consumo de etanol, por este inibir a GSH,
como devido ao processo de envelhecimento.

A enzima GPx desempenha um papel proeminente na remocao de
hidroperéxidos téxicos das células.®” No presente estudo, a atividade da
GPx hepatica e eritrocitica na fase lactacdo ndo tiveram alteracdes
significativas. No entanto, dados observados em um estudo anterior,
mostram alterac¢@es significativas tanto na diminui¢do da atividade da
GPx hepética como no aumento da atividade GPx no soro na fase da
lactacdo.”® Os niveis aumentados de GPx avaliado no soro pode ser
resultado da diminuicdo da entrada de selénio para o figado causado
pela ingestdo de etanol. Desta forma, a atividade da GPx no soro é
aumentada, atuando como primeira linha de defesa contra o estresse
oxidativo provocado pelo etanol.® Ou ainda, a reducéo hepatica da GPx
pode ser resultado da entrada irregular de glutationa citosélica no
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interior da mitocdndria, resultando na diminuicdo do “pool” de GPx
mitocondrial.** Nas fases jovem e adulta a atividade da GPx hepatica foi
significativamente diminuida, no entanto, no hemolisado ndo foram
encontrado alteragGes significativas. Em outro estudo foi observado que
a atividade hepética da GPx foi significativamente diminuida com o
consumo cronico de etanol em ratos jovens e idosos.*” Os autores
justificam que a diminuicdo da atividade da GPx hepatica pode ser
consequéncia da producdo elevada de ERO, a qual pode causar a
dimuicdo dos niveis hepaticos de GSH, um co-fator essencial para a
GPx.**" Essa diminuicdo na atividade da GSH também pode ser
resultado da menor entrada de selénio no figado devido ao consumo de
etanol™® e/ou devido ao envelhecimento.*’ Ratos com idade avancada s&o
mais suceptiveis ao estresse oxidativo induzido pelo consumo de etanol
do que animais mais jovens.*’ O que pode ser resultado de um
metabolismo do etanol mais lento, producdo excessiva de ERO e/ou
diminuicdo da GSH ““®e NADPH. ¢

A atividade da CAT hepatica diminuiu apenas na fase jovem,
sendo que a atividade da CAT no hemolisado praticamente ndo se
alterou. Entretanto, o aumento da atividade da CAT hepatica foi
observado em outra pesquisa.’® Os autores sugeriram que o aumento da
atividade da CAT, poderia estar relacionado ao seu papel no
metabolismo do etanol em especial nos neonatos ou ainda, devido ao
estresse oxidativo.’®*” Estudo com ratos jovens e idosos, observou-se
uma diminuigdo da atividade da CAT em ambos 0s grupos, sendo maior
no grupo dos idoso.>” O autor sugere que tanto o envelhecimento, como
0 consumo de etanol podem ser responsaveis pela diminuicdo da
atividade da CAT.”

No plasma, nas fases lactacdo e adulta, houve um aumento da
peroxidacdo lipidica nos GE, avaliado pelo TBARS, porém sem
diferenca significativa. A peroxidacdo lipidica avaliada no figado foi
significativamente diminuida no GEL. Estudo que avaliou a peroxidacéo
lipidica no figado por meio do biomarcador TBARS, ndo encontrou
nenhuma alteracdo significatica.'®

O consumo materno de etanol durante a lactacdo causou menor
ganho de peso corporal da prole durante as fases de lactacdo e jovem,
normalizando na fase adulta. Entretanto, houve uma diminuicdo da
atividade eritrocitica da SOD e hepatica da GST, GPx e CAT nas fases
jovem e adulta. Sugere-se novos estudos com o objetivo de observar o
efeito do consumo de etanol durante a lactacdo ao longo das fases da
vida.
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Tabela 1 Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPx)
e catalase (CAT) no hemolisado da prole de ratos Wistar nas fases de lactagdo, jovem e adulta.
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Figura 3 Atividade hepética das enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa S-transferase (GST), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) na prole de ratos Wistar. GCL: Grupo Controle Lactacdo; GEL: Grupo Experimental
Lactacdo; GCJ: Grupo Controle Jovem; GEJ: Grupo Experimental Jovem; GCA: Grupo Controle Adulto; GEA: Grupo
Experimental Adulto. Valores foram normalizados pela transformacdo de log na base 10 e expressos em média + erro
padrdo da média, n= 6 animais por grupo. Utilizou-se o teste “t” Student.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A presente pesquisa com ratos mostrou que 0 consumo materno
de etanol durante o periodo da lactacdo esta relacionado com menor
ganho de peso e com a diminuicdo das atividades de enzimas de
marcadores de estresse oxidativo tanto na fase de lactacdo, quanto na
jovem e na adulta.

a) A prole do GE apresentou um menor ganho de peso durante a
fase de lactacdo e jovem. Contudo, na fase adulta o peso
igualou-se ao GC;

b) A atividade sérica da enzima SOD da prole diminuiu nas fases
jovem e adulta, enquanto que a enzima GST teve a atividade
diminuida apenas na fase jovem com o consumo materno de
etanol durante a lactacéo;

c) A atividade hepatica das enzimas GST e GPx da prole
diminuiram nas fases joven e adulta com 0 consumo materno de
etanol durante a lactagdo. Com relagdo a CAT, a atividade
hepatica diminuiu apenas na fase jovem.
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APENDICE - NOTA DE IMPRENSA

Pesquisa com animais mostra que o consumo de etanol materno
durante a lactagdo afeta o ganho de peso da prole e diminui os
antioxidantes em diferentes fases da vida

Estudo desenvolvido junto ao Programa de Pds-Graduagdo em
Nutrigdo da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) por Maiara
Brusco de Freitas com ratos reforca, que o consumo de etanol por ratas
lactante afeta 0 ganho de peso da prole. Além disso, observou-se que
esta relacionado com a diminuicdo de antioxidantes em diferentes fases
da vida.

Os antioxidantes fazem parte do mecanismo de defesa utilizado
pelo organismo, como forma de se proteger dos danos que as espécies
reativas podem causar. Os antioxidantes tém a capacidade de retardar ou
evitar a oxidacdo de substratos mesmo estando em concentragdes
inferiores aos substratos oxidaveis.

Estudos com ratos tém mostrado a relagdo entre o consumo de
etanol e o desenvolvimento de estresse oxidativo. Entre os resultados
encontrados tem-se a deple¢do de antioxidantes, 0 que aumentaria a
susceptibilidade ao estresse oxidativo, 0 aumento da peroxidacéo
lipidica, alteracBes neuronais e na ftransicdo da permeabilidade
mitocondrial.

No estudo, foi avaliado o efeito do consumo da solucdo de agua
com 20% de etanol por ratas Wistar lactantes na prole durante as fases
de lactacdo, jovem e adulta por meio da avaliagdo do ganho de peso, da
atividade das enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase,
glutationa S-transferase e superoxido dismutase e da concentracdo de
substancias reativas do acido tiobarbitdrico tanto no sangue quanto no
figado.

O estudo mostra que o consumo materno de etanol durante a
lactagdo causou menor ganho de peso corporal da prole durante as fases
de lactacéo e jovem, normalizando na fase adulta. Observou-se também,
uma diminuicdo da atividade da enzima superéxido dismutase no
sangue e das enzimas, glutationa S-transferase, glutationa peroxidase e
catalase no figado, nas fases jovem e adulta. Com base nos resultados,
pode-se observar que as principais alteracGes enzimaticas ocorreram nas
fases jovem e adulta.

Os estudos normalmente avaliam o efeito do consumo de etanol
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pelas ratas na prole durante o periodo da gestacdo ou gestacdo e
lactacdo, sendo assim, ja se conhece alguns dos seus efeitos prejudiciais
no crescimento e desenvolvimento intra-uterino da prole. Estudos que
avaliem o efeito do consumo materno de etanol na prole durante a
lactacdo sdo importantes, para se esclarecer quais sdo as consequéncias
ao longo da vida causadas pelo consumo de etanol nesta fase.



