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RESUMO

Ao envelhecer, o individuo pode tornar-se maisigehs intoxicacdo alcodlica, o que torna o
consumo de alcool um fator de risco a saude e Bdgda de vida dos idosos. Este estudo
objetivou verificar os efeitos da ingestdo de agemre de cana-de-aglcar em ratos de
diferentes géneros, com o avanco da idade. Rafstar de ambos os géneros, com 12/18
meses de idade (N=80), randomizados em quatro grdpol0 animais: agua-controle (GC)
(GCF — grupo controle de fémeas e GCM — grupo otmtde machos) e GA — grupo
aguardente (GAF — grupo aguardente de fémeas e G4Mpo aguardente de machos). Os
animais foram alimentados, de forma exclusiva, oama mistura de alimentos baseada na dieta
da populacdo do Nordeste brasileiro, com livre swes agua e/ou aguardente, durante o
periodo experimental (5 semanas). Foram avaliada®nsumo alimentar, a ingestdo de
liquidos, o peso corporal e, ao final do experimemt tecido hepético e os paréametros
bioquimicos (glicose, albumina, colesterol, lipdpioa de alta e de baixa densidade, relacao
colesterol/ lipoproteina de alta densidade, liptgira de muito baixa densidade e triglicérides).
No artigo “Nutritional Effects of Sugar Cane Alcdlom Ageing Rats” a toxicidade da ingestao
cronica de aguardente de cana-de-acUcar sobretus statricional no envelhecimento foi
avaliada, em ratos de ambos os géneros. Independerttatamento, os machos consumiram
mais ragdo e ingeriram maiores quantidades de égaguardente, e apresentaram peso
corporeo superior, em relacdo as fémeas. As asdtistologicas dos segmentos hepaticos
evidenciaram presenca de esteatose e de areascmbsejegradativamente aumentadas nos
animais que ingeriram maiores quantidades de aguo#dOs animais de ambos 0s géneros do
grupo aguardente tiveram glicose sérica elevadaeaoras valores de triglicerideos e
lipoproteina de muito baixa densidade. No artigffeé®s of sugarcane alcohol on nutritional
status and lipemia in male and female rats in fancdf age”, em ratos de ambos 0s géneros
foram verificados os efeitos da ingestdo de agméedde cana-de-acucar no status nutricional e
na lipemia, em funcdo da idade. A ingestdo caldatal foi maior no grupo aguardente, em
ambas as idades e géner@sconsumo de aguardente foi mais elevado nos maehoambas

as idadese a ingestdo hidrica nos animais com 12 meses, emsantgéneros e tratamentos

Com excecdo dos grupos GAF12 e GCF12, os demaissempagam perda de peso;
independente da idade, os animais do GA apresantaraior peso relativo do figado, com
excecdo do GCF12. Os valores séricos de lipopetéénaltadensidadeforam maiores nos
animais do GA, exceto no GAF12; entretanto, a lebkidvou a fracdo lipoproteina de muito
baixa densidade e os triglicérides no GAF12 e ndMG& Em conclusdoa aguardente de
cana-de-agucar, pelo seu alto teor de etanol, ébafmida complexa, e os danos decorrentes de
sua ingestao no status nutricional e bioquimiceoatiess podem variar, na dependéncia da idade
e do género.

Palavras-chave: Alcoolismo, Aguardente, Status igiatral, Perfil bioquimico,
Envelhecimento, Ratos.



ABSTRACT

Upon ageing, an individual can become more semesttivalcohol intoxication, which makes
alcohol intake a risk factor to the health and dqyaif life of the elderly. The aim of the present
study was to determine the effects of the intakeugfarcane alcohol in male and female rats in
function of ageWistarrats at 12 and 18 months of age (N=80) were emutiomized into four
groups of ten animals: water control group [CG; dscontrol group (FCG) and male control
group (MCG); and alcohol group [AG; female alcolgobup (FAG) and male alcohol group
(MAG). The animals were fed exclusively a blendfedds based on the typical diet of the
population of northeastern Brazil, with free acceswater and/or alcohol throughout the five-
week experimental period. Food intake, liquid ietand body weight were assessed. At the
end of the experiment, liver tissue and biochem(ghicose, albumin, cholesterol, high-density
lipoprotein, cholesterol/high-density lipoprotestio, low-density lipoprotein, very low-density
lipoprotein and triglycerides) were analyzed. e #rticle “Nutritional Effects of Sugar Cane
Alcohol on Ageing Rats”, the toxicity of the chroningestion of sugarcane alcohol was
assessed with regard to nutritional status in raatk female rats. Regardless of the treatment,
males consumed more ration, water and sugar caoballand had a greater body weight than
females. The histological analyses of the livemsewgts revealed the presence of steatosis and
areas of necrosis. Both male and female rats imalt@hol group had higher serum glucose and
lower levels of triglycerides and very low-densiipoprotein. In the article “Effects of
sugarcane alcohol on nutritional status and lipa@mi@ale and female rats in function of age”,
calorie intake was greater in the alcohol groupath genders and at both ag&kohol intake
was greater among males at both ages. Water intalkegreater among the animals at 12
months of age in both genders and treatments. Wéhexception of FAG12 and FCG12, the
other groups experienced weight loss. Regardlessyef the alcohol group had the greatest
relative weight of the liver, except in comparigonFCG12. The serum values of high-density
lipoprotein were higher in the alcohol group, excéep comparison to FAG12. However,
alcohol intake increased the fraction of very lognslity lipoprotein and triglycerides in FAG12
and MAG18.The findings demonstrate that, due to its high mthaontent, sugarcane alcohol
is a complex beverage and the harm it causes tiowdl status and biochemical parameters in
rats varies with age and between genders.

Keywords:Alcoholism, sugarcane alcohol, nutritional stabischemical profile, ageing, rats
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1. Introducao

Com o aumento da expectativa de vida, mais do guneancresce o interesse em se
identificar os fatores que contribuem para um dre@mento sadio, assim como 0s que
interferem negativamente na saude do individuo.

Os idosos constituem a mais heterogénea populggadado comparados a individuos
de outras faixas etarias, apresentando capacidatisiente variaveis, além de diferentes
niveis de funcionamento organico. Apesar do enecatiento ser um processo natural e
gradual que vai acontecendo aos poucos, ao longégdmas décadas, as diversas alteragdes
fisiologicas relacionadas a idade tornam esse sagnu& populacdo vulneravel a algumas
influéncias ambientais (LAMEU, 2005), entre estagso abusivo de bebidas alcodlicas .

Em geral, quando ingeridas em baixa quantidadeeguéncia, essas bebidas nao
geram problemas fisicos ou psiquicos, na maiorie pessoas (FERREIRA; MELLO;
FORMIGONI, 2004). No entanto, o uso abusivo € bdstarejudicial, considerado um grave
problema de saude publica, contribuindo fortemerateetiologia e manutencdo de varios
problemas sociais, econdmicos e de salde (GALDURKAETANO, 2004).

Apesar dos problemas, em diferentes niveis, quensurno do alcool pode provocar
no homem, o alcoolismo chega aos dias atuais senh@a ainda um consenso sobre a sua
definicdo; entretanto, segundo a Décima Class#icaqternacional de Doencas (CID-10)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1993), ele é entendidmmo “o uso padronizado de
uma substancia alcodlica que causa dano fisicoemiat.

O alcoolismo ou sindrome de dependéncia alcodlicaj& uma realidade na vida da
populacdo, com o avanco da idade; o numero de sdesvolvidos com o alcool tem
aumentado progressivamente, numa proporcao preuteydanto nos paises desenvolvidos
como nos em desenvolvimento (ALMEIDA, 1999; CASTQ.let al., 2008; O'CONNELL et
al., 2003; RIGO et al., 2005). Embora pouco diajoado e ndo adequadamente avaliado, o
problema merece uma maior atencao, pelo crescemterdo desse grupo etario.

Em humanos, estudos epidemioldgicos revelaram iagsocentre o uso abusivo de
alcool e uma maior susceptibilidade a doencas, utrvicéo (BODE; BODE, 1997; BRODY,
1998; LIEBER, 1976) e alteracbes psicologicas e nitvgs (ALMEIDA, 1999;

O CONNELL et al., 2003), tornando o envelhecer wmiquo de alto risco para as pessoas
gue tém por habito este tipo de consumo. Para etan@ste quadro adverso, uma queda no

funcionamento dos 6rgdos normalmente acompanhaeegso de envelhecimento e atua
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negativamente sobre as comorbidades existentes) esndoencas cronico-degenerativas:
diabetes, doenca cardiovascular, osteoporoseuasatipos de cancer, que interferem muito e
prejudicam a qualidade e expectativa de vida desidisiduos (LAMEU; BUKSMAN;
HAGEMEYER, 2005).

A partir destes resultados epidemiolédgicos, estuegerimentais com modelos
animais de laboratorio estdo sendo utilizados cdmadidade de avaliar os efeitos adversos
do uso do alcool.

Em ratos, modelos de exposicédo ao alcool em curteno longo prazo séo utilizados
para investigar as consequéncias das agressoesdaslypela ingestdo desta substancia. Os
estudos em animais tém indicado forte evidéncigudeo &lcool tem um papel negativo no
processo de envelhecimento. Os achados mais @mnisistde estudos com roedores referem
que o consumo excessivo de alcool aumenta a vbitidesle aos fatores negativos do
envelhecimento, em comparacdo com animais contréledade de inicio e a duracdo da
exposicdo a droga séo importantes na determinag&esposta ao alcool (CAHILL et al.,
2005; GIAVAROTTI et al., 2002; HAYAKAWA et al., 199 PFEFFERBAUM et al., 1992;
UNNO et al., 2002; WOODS, DRUSE, 1996).

Na Regido Nordeste do Brasil, embora se trate deastume bastante disseminado,
ndo ha referéncias sobre o padrdo de consumo ialwodd populacdo, em especial dos
idosos. Nao obstante, sabe-se que € bastante iddumdonsumo de “aguardente de cana-de-
acucar”, o que podera acarretar riscos sociais\deemos e de saude para a populagdo, com
complicacbes negativas sobre a qualidade de violda & fundamentacao tedrica relativa ao
que foi descrito e ao que serd relatado ao longaralmalho serd detalhada a seguir.
Pretendemos, portanto, solidificar nossa hip6tese @ que ha de mais recente e aprofundado
sobre o tema, na literatura.

Vale salientar que esta abordagem do alcoolismor@ammente importante, sobretudo
levando-se em conta o diferente tipo de bebidadit@o objeto do estudo (aguardente de
cana-de-agucar), bem como a dieta, composta por mistura de alimentos regionais,
ofertada aos animais.

Assim, em virtude do numero cada vez maior de sl@emsumidores de alcool e do
crescimento acelerado desse grupo etario, ideatifis efeitos nutricionais e bioquimicos do
uso de aguardente durante o envelhecimento tenmderaglevancia cientifica e social,
considerando as lacunas e duvidas existentes at@iogpacto nutricional e metabdlico deste
consumo, bem como aspectos controvertidos dest@ohd@lada vez mais frequente nas

sociedades modernas.
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Objetivos

Geral

Verificar os efeitos da ingestdo de aguardenteada-de-acucar em ratos de diferentes

géneros, com o avanco da idade.

Especificos

- Avaliar os efeitos da aguardente de cana-deaa@abre os aspectos nutricionais e
bioquimicos;
- Investigar a possivel correlagédo dos efeitoaglardente de cana-de-acgucar entre 0s

géneros.
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Hipotese

A ingestdo cronica de aguardente de cana-de-agxegsice efeito adverso sobre o
status nutricional de ratos em envelhecimentoya®oa os géneros.
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2.Revisao da literatura

Envelhecimento: impacto demogréfico

O envelhecimento € um processo universal, evoludivgradual, que envolve um
somatorio de fatores, dentre os quais devem satizados 0s sociais, psiquicos, ambientais e
biolégicos, que estdo intrinsecamente relacionaglopodem acelerar ou retardar esse
processo.

O envelhecimento populacional é uma realidade atumal diferentes paises. A
Organizacédo das Nacdes Unidas (ONU) considera iodmeentre 1975 e 2025 a “Era do
Envelhecimento”, quando havera na populacdo idosackescimento de 54% nos paises
desenvolvidos, enquanto nos paises em desenvoldnacancara 123% (ROSA et al.,
2010).

Estima-se que, a cada més, a populacdo mundia safr acréscimo de 800.000
pessoas acima dos 65 anos de idade, representaatimente 12% da populacdo mundial
(CHAIMOWICZ, 1997). Segundo a Organizacdo Mundial Saude (OMS), esse segmento
cresce mais rapidamente que qualquer outra faideaetAlém disso, a propor¢do da
populacdo “mais idosa”, ou seja, de 80 anos ou,n&sHém esta aumentando, alterando a
composicao dentro do proprio grupo. Em outras patava populacdo considerada idosa
também vem envelhecendo (CAMARANO, 2002; LAMEU; B8IMAN; HAGEMEYER,
2005).

O envelhecimento demografico da populacdo € umaada que ndo se restringe
apenas aos considerados paises do Primeiro Munde, @ expectativa de vida sempre foi
bem mais elevada. Hoje, no grupo de paises do if@fdeindo, onde se inserem 0s paises
latinos, cresce a expectativa de vida e hd um gomeste aumento da populagéo idosa (ROSA
et al., 2010). Em 2050, estima-se que havera, n@mu/,7 bilhdes de idosos (MEYDANI,
AHMED; MEYDANI, 2005).

No Brasil, o processo de envelhecimento populatiomaou-se a partir de 1960, com
o declinio da fecundidade, tanto nas areas urb@masto nas rurais, sendo o aumento da
populacdo idosa menos acentuado nas faixas etd@ims dos 80 anos e mais acelerado nas
faixas de pouco mais de 60 anos (CHAIMOWICZ, 1999ados do IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica) sobre ocomesnto da populacéo idosa apontam que o
Brasil se apresentara, em 2025, como o0 pais cawta saior populagdo nessa faixa etéria,
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com 31,8 milhBes de idosos. Este aumento, segan@MS, devera ser de 15 vezes,
enquanto a populacao total aumentara cinco vezZeRVBLHO; GARCIA, 2003).

Outros fatores apontados como influenciadores desscimento significativo na
populacao idosa, nos paises em desenvolvimento ooBrasil, sdo: melhores condi¢cbes de
higiene, saude, nutricdo e acesso aos servicostaagsais, promovendo uma redugdo nas
taxas de mortalidade infantil e na segunda metadeda, resultando num processo continuo
de estreitamento da piramide etaria (CARVALHO; GARR003; CHAIMOWICZ, 1997;).

Na atualidade, a expectativa de vida no Brasilaamentado, chegando aos 68 anos e
cinco meses, com projecdes para 72 anos, nos prexdd anos. Essa expectativa de vida
ocorre de forma diferenciada, segundo o génerajosemaior para as mulheres, o que
caracteriza o fendbmeno de “feminizacdo da velhiog”seja, a populacédo idosa é composta,
em sua maior parte, por mulheres (CAMARANO, 2002).

Na Regido Nordeste, em apenas 21 anos (1970/198dpudacédo com idade superior
a 60 anos duplicou, passando de 3% para 6% do Est&l fendbmeno pode ser atribuido tanto
a migracdo de jovens em idade produtiva como airdesl nas taxas de mortalidade e
fecundidade (COELHO FILHO; RAMOS, 1999).

A OMS classifica o individuo como idoso quando &lede € igual ou superior a 65
anos, em paises desenvolvidos, e acima de 60 emopaises em desenvolvimento (WHO,
1998).

Em termos fisioldgicos, o envelhecimento € um psceatural e gradual, dinamico e
progressivo de alteracdes morfoldgicas, bioquimécpsicoldgicas que determinam continua
perda da capacidade de adaptagdo do individuo do ambiente, aumentando sua
vulnerabilidade a agentes estressores (CARVALHCHEIL 1996). Desta forma, o grande
desafio deste século sera “cuidar’” de uma populagéelhecida, buscando sempre a saude, a
preservacdo da capacidade funcional, mantendo so ichmlependente e com capacidade de
determinar e executar seus proprios designios (RBMRDO3).

Assim, o planejamento, a execucdo e a implementagigoliticas publicas e
programas de atencdo que concentrem acfes na [@Eompeotecdo, recuperacdo e
manutencao da saude e da capacidade funcionatitkdimo idoso sdo sempre importantes e

se sobrepdem como prioridades.
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Alcoolismo no idoso: dados epidemioldgicos

O envelhecimento populacional exige preparagaosiderando as consequéncias
sociais e econ6micas que dele resultam. No entpaises em desenvolvimento, como o
Brasil, ainda ndo estdo preparados para esserngHo, nem tampouco para os diferentes
problemas comuns neste estgio de vida.

Tem sido preocupacdo constante das autoridadesggibéspecialmente do setor de
saude, familiares, dentre outros, a problematicaldaolismo em individuos, com o avancgo
da idade. O abuso do alcool tornou-se um probleenaadide, por seu continuo aumento e
ainda pelos efeitos que o consumo desta drogaeteana salude e qualidade de vida da
populacao idosa.

Entre os idosos norte-americanos, o uso de bebidaslicas é um dos principais
problemas de abuso de substancias, com estimatvmamte de crescimento (21% da
populacdo, em 2030) (RIGO et al.,, 2005). A prewakrestimada de alcoolismo nesse
segmento populacional é de 10% na comunidade, a¥argéncias hospitalares, 18% nas
internacbes em enfermarias e 23 a 44% em unidasigsiftricas (O CONNELL et al.,
2003).

Estudo realizado por Castillo et al. (2008), em Ididsos mexicanos maiores de 60
anos, registrou o consumo diario de alcool em 3'Hb6&eentrevistados.

Sulski et al. (1990) estudaram, em Boston, 173 Imsn@e317 mulheres com idades
entre 60 e 95 anos, registrando que 55% dos homef#d% das mulheres reportaram
consumir alcool semanalmente.

Estudo epidemioldgico sobre mortalidade por consdmalcool, realizado em 2001,
na Alemanha, constatou uma prevaléncia de mortididle 25% para homens e 13% para
mulheres, com nivel mais elevado na faixa de 3&r®% (JOHN; HANKE, 2002).

Apesar de serem comuns e frequentes 0s problersasiados ao consumo de alcool
por idosos, no Brasil ainda sdo escassos o0s estsgesificos realizados sobre a frequéncia
do uso desta droga entre pessoas idosas e osfatmgativos a ela associados.

Na década de 90, alguns pesquisadores avaliaraadrédgde consumo alcodlico em
idosos, por género, constatando diferenca na glsatgie frequéncia, com predominio para os
homens (FRONE; COOPER; RUSSEL, 1994; GLASS et 14195). Achados esses que
seriam corroborados por Castillo et al. (2008)udetdo 112 idosos mexicanos, com um
consumo alcoolico de 31% para as mulheres e 622% @ homens; ambos os géneros

reportaram ingerir bebidas alcodlicas diariamente.
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Almeida (1999) avaliou 5.434 atendimentos em urigépsiquiatrica na Santa Casa de
Séao Paulo, constatando que 7,3% dos pacientesritide@®0 a 96 anos de idade. Dentre estes,
foi registrado alcoolismo em 4,1% dos casos.

Castro-Costa et al. (2008) também investigaramnswoo de alcool no Brasil, um
estudo pioneiro em avaliar o padrdo de consumold®laem brasileiros mais velhos,
utilizando os dados de Laranjeira et al. (2007gstudo abrangeu 400 individuos com 60 ou
mais anos, dos quais 55,80% eram do sexo femimadaixa etaria entre 60 e 69 anos
(63,50%). Consumo excessivo de alcool foi constatad 12,40% dos participantes e 2,90%
dependéncia da droga.

N&o obstante serem mais susceptiveis ao desenesiiondo alcoolismo, o consumo
do alcool por mulheres maiores de 65 anos tambémmfinos pronunciado, quando
comparado com o de homens do mesmo grupo etariet&mo, na atualidade, a ingestao de
bebidas alcodlicas, incluindo o consumo excessiwaldool em mulheres, tem sido mais
aceito socialmente do que em anos anteriores (HECMBEITZ; STICKEL, 2007).

Alguns fatores contribuem para que se agrave dqmattica de beber a medida que se
envelhece: perda do papel social, viuvez, morankozZHULSE, 2002), divorcio, problemas
econdmicos e de saude, ma comunicacdo entre osrogedd familia, morte de um membro
familiar e ainda problemas no trabalho. Os cincéimals foram os fatores mais
frequentemente referenciados pelos idosos mexiaum@participaram de pesquisa realizada
por Castillo et al. (2008).

N&o obstante o uso abusivo do alcool constituirbtaaim um problema presente na
terceira idade, acdes em saude publica tém diredmma identificagdo do alcoolismo
prioritariamente entre adultos jovens. No entards, consequéncias fisicas, sociais,
psicolégicas e cognitivas do alcoolismo também ragee os idosos, e os efeitos deletérios
resultantes do consumo desta substancia psicopdirecem ser mais contundentes nesta
parcela da populacdo, por sua maior sensibilidaddcaol (SMITH, 1995).

Independente do género, o0 consumo excessivo dooléalpode influenciar
negativamente a capacidade funcional, bem comdididsale psicomotora e cognitiva dos
idosos, 0 que aumenta o risco de acidentes, fetaaenisolamento.

Pesquisas demonstram maior vulnerabilidade aaasdcool por idosos do que por
jovens (BUCHOLZ; SHELINE; HELZER, 1995; CASTILLO at., 2008; SMITH, 1995). Ao
envelhecer, o individuo pode tornar-se mais sehaiwgtoxicacdo alcodlica com doses que,

no passado, eram bem toleradas (HULSE, 2002), ¢togua o consumo de bebidas alcodlicas
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concomitante ao avango da idade um fator de rissat@le e a qualidade de vida desses

individuos.
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Bioquimica do alcool com o avanco da idade: um rdeo

O metabolismo do etanol diminui com o avanco dadedamas o porqué desta
alteracdo metabdlica € uma questdo ainda a respd&s$a maior vulnerabilidade do idoso ao
alcool pode ser em parte explicada por algunsdataromo: alteragdes organicas naturais,
que modificam a resposta aos efeitos desta sulst8dLILSE, 2002), reducdo na agua
corporal e filtracdo glomerular, diminuicdo da télgcia ao etanol, além da reducédo do
metabolismo da droga no sistema digestorio.

No idoso, a reducédo da massa corporal magra esiaiada ao aumento proporcional
da gordura corporal e, por ser hidrossoluvel, @dlingerido alcanca maior concentracao
sanguinea (aumento na alcoolemia) (CASTILLO ef8l08; HULSE, 2002).

Outro fator que explica esta diferenca na senddile ao alcool entre jovens e idosos
€ a reducado da alcool-desidrogenase (ADH) gastjioa,tem seu metabolismo dificultado e
exige mais atividade de enzimas hepaticas, que éande reduzem em numero e acéo
durante o envelhecimento (SMITH, 1995).

Em ambos, humanos e roedores, a ADH tem uma fuysmp&aria no metabolismo do
etanol. Laure-Achagiotis, Poussard e Louis-Sylee§i990) sugerem que existe um limite
para a acao desta enzima, em ratos, em torno deefgtol/dia. Outra rota metabdlica para
oxidagdo do etanol é a atividade do citocromo P-45flstema microssomal de oxidagéo do
etanol (Meos), que tem uma significante funcéo etabyolismo desta substancia, quando em
altas concentracoes. A literatura refere declitaioto da atividade da ADH quanto da reacao
metabolica dependente do citocromo P-450, com acavda idade (KATO; YAMAZOE,
1992; LUCEY et al., 1999).

Alguns resultados contraditérios tém sido obsersasln estudos sobre os efeitos do
aumento da idade na toxicidade do etanol. Em gpealsoas idosas ou animais velhos tém
uma menor tolerancia ao alcool, quando comparadegoaens contrapartes (HARTFORD;
SAMORAJSKI, 1982; MENDENHALL et al., 1989).

A literatura refere ainda existir significante déaca em relacdo ao género, nos efeitos
do aumento da idade no metabolismo do etanol (BERIRD; LUCEY, 1995; RIKANS et
al., 1990; RIKANS; SNOWDEN, 1989; SEITZ et al., 298

Estudos experimentais com animais de laboraténodémonstrado uma diminuicao
na eliminagdo do etanol, bem como na atividade D& A&om o avango da idade, em ratos
machos; entretanto, esses achados nédo foram otissrem ratas (BERESFORD; LUCEY,
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1995; SEITZ et al.,, 1989). Esses resultados coafmnos achados de Rikans e Snowden
(1989) e Rikans et al. (1990), que observaram, &os rFischer-344 (F344), que o aumento
da idade retardou o metabolismo do etanol em maatas ndo em fémeas. Como provaveis
fatores explicativos da diminuicdo na eliminacdo etanol em ratos F344 podem ser
mencionados: aumento no peso corporal em relac@esmdo figado, reducdo da atividade
da ADH hepética, e ainda uma diminuicdo da utiBipagda nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD), um cofator para a ADH (SEITZ et al., 1989).

Vale também referir que o0 acumulo de gordura hepatiduzida pela administracéo
cronica de etanol aumentou com o0 avanc¢o da idadesatos machos, porém a idade nao
afetou a injaria hepatica induzida por alcool, etas (SEITZ et al., 1992). A proporg¢éo que a
idade avanca, ocorre um decréscimo na funcionaidbm reticulo endoplasmatico liso e,
como consequéncia, diminui a oxidacdo microssoroattdnol e o metabolismo de outras
drogas, que acontece no citocromo P-450 (SCHMUCKER9; SCHMUCKER; WANG,
1980). Assim, o Meos (citocromo P-450) é signifi@nente reduzido com a idade, 0 mesmo
acontecendo com a fungdo mitocondrial, incluindadiddade da acetaldeido desidrogenase,

de localizacao intramitocondrial (SEITZ et al., 298-igura 1).

Drogas » Metabélitos
Cyp2E1
IDADE ¥ Microssomos
CypE2 ROS
Etanol Ecetaldeidt  — Acetato
ADH NaD* WaDH + HY
NAD® NADH +H*
Mitocondna
[DsDE

Figura 1. Idade e metabolismo do etanol.

Com a idade, diminui a funcdo microssomal e mitdcah Como as drogas e etanol sdo metabolizadios pe
citocromo P-450 no sistema microssomal, uma infErantre esses componentes possivelmente ocorse mai
facilmente com o avanco da idade, resultando eneatorda toxicidade. Mitocondrias sdo importantes ga
reoxidagdo da nicotinamida adenina dinucleotide@N); entretanto, com a idade o metabolismo do @tan
alcool-desidrogenase (ADH) dependente é diminuddeim como a oxidagéo de &cidos graxos, resultanmdo
figado gorduroso. ROS: Espécie reativa de oxigénio.

Fonte: Seitz, e Stickel. (2007)
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Em humanos, as modificacbes na anatomia e fiseldgi figado & propor¢do que
aumenta a idade, como diminuicdo do tamanho, orgsigita em reducdo do numero de
hepatocitos (unidade funcional hepatica) (THOMPS®NLLIAMS, 1965), assim como o
menor fluxo sanguineo para o tecido hepatico, téneigito negativo na eliminacéo de etanol
pelo organismo (VESTAL et al., 1979).

A idade também afeta o padrao de atividade dasnaszénvolvidas no metabolismo do
alcool (HELMUT SEITZ; FELIX, 2007) a exemplo da sig-ADH, que €& expressa
predominantemente na mucosa gastrica e se resjil@aspblo primeiro caminho metabdlico
do etanol (PEDROSA et al., 1996; SEITZ, EGERE; SNMAWSKI, 1990). A literatura
registra diferencas na atividade desta enzima,cdeda com o género. Mulheres jovens ja
exibem uma menor atividade da sigma-ADH, quando pewadas com homens jovens.
Entretanto, a maior atividade enzimatica da ADHeoksda em homens decresce, quando
comparada com mulheres depois dos 60 anos de (&&lé¢Z, EGERE; SIMANOWSKI,
1990; SEITZ et al., 1993).

Neste contexto, € interessante referir que a aiiidla ADH gastrica é extremamente
prejudicada no caso de uma gastrite atrofica cad(B&EITZ et al., 1993), uma patologia que
ocorre quase que exclusivamente com o avanco da,igeejudicando, assim, o metabolismo
inicial da droga.

Desta forma, € inquestionavel que o avanco da idadelta na elevacdo da
concentracdo sanguinea de alcool (alcoolemia) (G¥ER et al., 1996; VESTAL et al.,
1977). Achado este comprovado por Gartner et 8Dg), ao oferecer semelhante quantidade
de alcool, por grama de kilograma de peso corpargkis e filhos ou maes e filhas, tendo
sido registrado significante aumento na alcoolatompais.

Além disso, existem diferencas na forma de usdambe na resposta ao etanol entre
os idosos e, devido a maior prevaléncia das doembagas nessa categoria populacional, a
vulnerabilidade aos efeitos negativos do alcool asnacentuada (BUCHOLZ; SHELINE;
HELZER, 1995).

Em relacdo aos individuos idosos sadios, o usoiabuie alcool os torna mais
susceptiveis ao risco de hipertensédo arterialfnaas cardiacas, infarto do miocardio,
cardiomiopatia, acidente vascular encefalico heagico, reducdo da resposta imunitéria,
hepatopatias, depressdo, sangramento gastroiatestia nutricdo, reducdo da massa 6ssea,
fraturas e alteracBes cognitivas, tornando a sedeaim estagio de vida “critico” induzido
pelo alcool (VICTOR; ADAMS; COLLINS, 1989).
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Assim, a problematica do alcoolismo tem maior r@heva nestes individuos, pelo fato
de o diagnéstico ser mais dificilmente estabeleaids idosos que em adultos jovens

(HULSE, 2002), bem como devido as alteracdes ocgarproprias do envelhecimento.



24

Aguardente de cana-de-acucar: bebitipica do povo brasileiro

As bebidas alcodlicas séo tdo antigas quanto adade e tdo numerosas como as
etnias. Fenicios, assirios, babildnios, hebreupgcags, chineses, gregos, romanos e germanos
mencionaram-nas e cada povo praticamente tem asbalmdas especificas, a partir das
fontes naturais proprias de aglcares e amilaceow) frutas, cana, milho, trigo, arroz, batata,
centeio, aveia, cevada e mesmo raizes e folhaS(FREDRIGUES, 2003).

O decreto n° 2.134, do Ministério da AgriculturdR@SIL, 1997) define bebida como
todo produto industrializado, destinado a ingestdimana, em estado liquido sem finalidade
medicamentosa ou terapéutica. Ja a legislacédoldirasilefine bebida alcodlica como um
produto liquido, refrescante, aperitivo ou estimtda destinado ao consumo humano,
contendo 0,5% de alcool etilico e que ndo sejaausatho medicamento. As bebidas com
baixos teores de etanol s&o normalmente denominafescantes, como € o caso das
cervejas, de alguns vinhos espumantes e das séigsanto as que contém teores alcodlicos
altos, como vinhos tintos, licores, aguardentess,rentre outras, sdo chamadas estimulantes
(REIS; RODRIGUES, 2003).

As bebidas alcodlicas podem ser classificadasnt®emaneira geral, em fermentadas
e destiladas. Contudo, a legislacdo faz uma cleasfio mais especifica: fermentadas por
mistura e fermento-destiladas (REIS; RODRIGUES,320De acordo com Mendonca et al.
(1999), as bebidas alcodlicas possuem caractedsgpioprias de aroma e sabor conferidas
pela presenca de diversos constituintes do prodessentativo. Além do etanol, compostos
organicos, como alcoois superiores, acidos organ&asteres, podem estar presentes e
interferir em tais caracteristicas.

Das bebidas fermentadas e né&o-destiladas, obtidparta de grédos ou cereais
maltados, denominados malte, ou de frutas ricasa@iares, as mais importantes sao as
cervejas, 0s vinhos e a sidra. Ja as bebidasattstisdo oriundas de mosto de frutos, cereais,
tubérculos, raizes e gramineas, como é o casoudadamte de cana-de-aguc8a¢charum
officinarum, L), em que uma diversidade de leveduras, com predocia de linhagens de
Saccharomyces cerevisiagansformam as fontes energéticas em alcool @téicoutros
produtos metabdlicos, separados por destilacéor, sg0 sdo denominadas bebidas fermento-
destiladas (BOZA; HORII, 1998). Vérios sao os fatogue podem interferir na qualidade das
bebidas alcodlicas destiladas, tais como: a magbéinaa, a fermentacdo, o método de
conducao do processo fermentativo, a destilacderselhecimento (SOUSA, 2005).

Dependendo do pais e da disponibilidade de mafgriamms, produz-se em maior

guantidade um determinado tipo de bebida alcod@liecacteristica da regido, como o uisque,
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nos Estados Unidos e na Escdcia, a vodca, na Rasséué, no Japao, o rum, em Cuba, e a
aguardente, no Brasil, entre outras (REIS; RODRIGUD03).

A producéo de aguardente, no Brasil, destina-seeqialmente ao mercado interno,
em que o consumo atende a um habito amplamentaddif, especialmente entre a
populacdo de baixo poder aquisitivo, visto ser wmhida de preco relativamente baixo
(LIMA NETO et al. 1994). Entretantd?ataro et al. (2002) relataram que, atualmente, a
aguardente esta presente em todos os segmentass sngoiBrasil. Paradoxalmente, a parcela
de producédo destinada ao mercado externo € pogeibicativa (LIMA NETO et al. 1994),
embora em ascensao, e vem aos poucos conquistapdtadar internacional de bebidas
destiladas, pelo seu sabor especial e exético (FQRIE5). Em 2003, foram exportados 5,2
milhdes de litros de aguardente e cachaca, e em 268e volume aumentou para 10,2
milhdes de litros (BRASIL, 1974), sendo os prin@p@aises importadores: Alemanha,
Portugal e Estados Unidos (LOPEZ, 200&m 2008 foram exportados US$ 16.418.978,00
(11.092.088 litros) para aproximadamente 60 pdGBRC, 2009).

Conhecida também como “branquinha”, “caninha”, ta@”, “pinga” e “pura”, a
aguardente (dgua + ardente) pode ser obtida peterféacio e posterior destilacdo de mostos
acucarados (todo liquido acucarado apto a fermerdeundos do caldo e de macerados
vegetais ou ndo. O fluxograma da figura 2 represerocesso de producdo de cachaca.

Assim, a definicAo de aguardente € genérica e, cteho pode-se encontrar
aguardentes de frutas, de cereais, de raizes euld® e ainda de colmos, como cana-de-
acucar, obtendo-se uma bebida com cerca de 42%n@ éBOZA; HORII, 1998).

A aguardente é composta por agua, etanol e quedetdmenores de compostos
organicos diversos, como alcoois superiores, éstaldeidos, compostos carbonilos, acetais,
fendis, hidrocarbonetos, compostos nitrogenadosilfeirados, acucar e outros. O gosto,
“flavour” de uma bebida alcodlica séo atribuidas, gequena parte, ao contetdo de etanol da
bebida. Para o paladar, a principal atracdo de hebala alcodlica é a grande variedade de
combinagbes de compostos organicos presentes exasbaoncentragdes, por acdo de
leveduras (ABREU-LIMA et al. 2005; ROSE, 1977; SUBMINEN; LEHTONEN, 1979).
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Figura 2. Fluxograma do processo produtivo de ga@cha

Fonte: a autora.
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A aguardente de cana-de-agucar é um tipo de bpbadizizida no Brasil que recebe a
denominacéo tipica e exclusiva de cachaca e apaegeaduacdo alcodlica de 38 % vol
(trinta e oito por cento em volume) a 48% vol (gua e oito por cento em volume) a 20°C
(vinte graus Celsius), sendo obtida pela destilagimosto fermentado do caldo de cana-de-
acucar, com caracteristicas sensoriais peculip@edendo ser adicionada de acucares até
6g/L*, expressa em sacarose. Quando a quantidade adiaide aclicares é superior a esta e
inferior a 30g/L*, a bebida passa a ser denominada cachaca ad8g&SI(, 2005). Assim,

a cachaca €, sem margem para contestacao, a bipimdado povo brasileiro, haja vista ser o
Brasil o maior produtor mundial de cana-de-acUcetéria-prima bastante utilizada em sua
producéo, seguido pela india e Cuba (BARROS; RIEEIROLIM, 1989).

A cana-de-acgucar € uma planta que pertence a aass®onocotileddneas, familia
Poaceae (Gramineae), gén8accharune espéci&accharunspp, cuja composicao quimica
€ de: 65% a 75% de agua, 11% a 18% de sacaro%$e,a0]20% de glicose, 0,0% a 0,6% de
frutose, 8% a 14% de cinzas e o restante congiifpddl compostos nitrogenados, minerais,
gorduras, ceras e compostos pécticos (SANTANA, 1995

A producéo da cachaca no Brasil ocorre de uma fpuhaerizada, em quase todos 0s
estados. Segundos dados do Ministério da AgriailtBecuaria e Abastecimento (Mapa),
existem cerca de 1.800 estabelecimentos produtiereschaca registrados e mais de 30 mil
produtores, em todo o pais. A maior parte estalilacka nos estados de S&o Paulo,
Pernambuco, Ceard, Rio de Janeiro, Goias e Mineas;¢gue respondem por cerca de 75%
da producéo nacional (BRASIL, 2005).

A aguardente de cana tem seus padrdoes de identelapmlidade definidos pela
Instrucdo Normativa n° 13, de 29 de junho de 20f#gundo a qual o coeficiente de
congéneres deve situar-se entre 200 e 650 mg fonllde alcool anidro (AA) (BRASIL,
2005). Entende-se por coeficiente de congéneresp@oentes secundarios ou componentes
volateis “ndo alcool”, ou substancias volateis “@mol’, ou impurezas volateis “ndo-
alcool”) a somatoria de: acidez volatil (expressa &ido acético), aldeidos (expressos em
acetaldeido), ésteres totais (expressos em aakdagtla), alcoois superiores (expressos pela
soma do alcoois n-propilico, isobutilico eisoanoig furfural, mais hidroximetilfurfural.

Os componentes volateis ndo alcodlicos da aguardkntana deverdo obedecer aos
limites expressos na tabela 1. O teor maximo deamoétpermitido em cachaca € de
200mg/100mL, a 100% de alcool anidro, e o contedel@obre na bebida final ndo deve

ultrapassar 5mg/L de produto (Cardoso, 2003).
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Tabela 1 -Teores maximos permitidos pela legislacdo braaildér cada componente volatil
na aguardente (Cardoso, 2003)

Parametros Teor maximo

(mg/100 mL de alcool anidro)

Acidez volatil em acido acético 150
Esteres, em acetato de etila 200
Aldeidos, em aldeido acético 30
Furfural 5
Alcoois superiores 360

Sem duvida alguma, a aguardente € muito aprecjamlapossuir aroma e sabor
caracteristicos, e ndo ha exagero em afirmar qo€ p@ssivel o conhecimento da cultura do
povo brasileiro sem a inclusédo da “branquinha”, di@aificativa é a sua presenca no dia-a-dia
desta populacao, independentemente de classe. social
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Modelos animais como método de investigacédo dosgasfedxicos do alcool

O alcoolismo, em seres humanos, interage com vdatwses, dentre eles o
nutricional, o social e o genético, ao contrariogi® ocorre em animais, em que muitas
dessas questdes podem ser simplificadas quandoxpesireentos sado conduzidos sob
circunstancias controladas. Infelizmente, essastagans de simplificagdo e controle
experimental sdo contrabalancadas por outras ltifides e limitagbes inerentes aos modelos
animais. Criando, assim, a necessidade de adocéovids modelos que se assemelhem ao
maximo a condicdo humana (HANNIGAN, 1996; SIEGMURCal. 2003).

Em 1940, foi demonstrado que roedores consumiamolalkeoluntariamente, em
laboratério. Sabe-se que este comportamento egaceka determinados alimentos é comum
nestes animais e em outros mamiferos silvestregjalao odor e sabor, 0 que torna os ratos
e camundongos animais propicios para o estudo resvaspectos do alcoolismo humano
(SPANAGEL, 2000).

Modelos animais tém sido utilizados para estudavé®s aspectos do alcoolismo.
Estes desenhos experimentais sdo tracados comavatalisar situacdes complexas, como
desejo, reincidéncia ao alcool e diminuicdo do rodat sobre a ingestdo das bebidas
alcodlicas, como os modelos de reintegracdo (“TeedRatement Model”) (KARTNER;
MAGALONG; WEISS, 1999), efeito-alcool-deprivacdo-EDe o “The Point-of-no-return
model” (WOFFGRAMM; HEYNE, 1995) investigando, emedores, 0s comportamentos
observados em humanos. Contudo, estes modelosregpais sdo limitados, considerando
gue os animais nao tém a capacidade de expreskaefite os diversos comportamentos do
ser humano (ROOD et al., 2004).

Muitos modelos experimentais tém sido validados estudos farmacologicos,
demonstrando como se processam as mudancas nenicagpuie celulares, face ao
alcoolismo. Esses desenhos experimentais tém estadareferéncia pelo etanol no regime
voluntéario (livre acesso), possibilitando aos raeda livre escolha entre 4gua e/ou alcool,
apurando-se as quantidades consumidas de cada, fadddo usualmente utilizados como
tentativas de aproximacdo do consumo de bebida®laias por humanos; esses modelos
demonstram poucas variacdes, mesmo em pesquisdszaas em diferentes condicdes
laboratoriais (CRABBE; WAHLSTEN; DUDEK, 1999; SPANGEL, 2000).

Os modelos experimentais sdo 0s mais diversos:gumsa 0os animais Sao expostos
ao alcool por inalacdo (SLAWECKY et al., 2005), entros, por gavagem (VELVIZHI et
al.,2002), por via intraperitoneal (MARKWIESE et,d998), ou ainda por sistema de livre

acesso a esta droga, como descrito anteriormeidelL(Bt al., 2003; PEPINO et al., 2004;



30

PIANO et al., 2001). Dessa forma, ao pesquisarfa&s do alcool sob diferentes aspectos e
metodologias, os autores chegam a resultados bastamiados (BELL et al., 2003;
MARKWIESE et al., 1998; PEPINO et al., 2004; PIANDal., 2001; SLAWECKY et al.,
2005; VELVIZHI et al., 2002). Neste trabalho, faladado como modelo experimental de
exposi¢do ao alcool o livre acesso, conhecido ctadolibitum”. Esta escolha se justifica
pelo fato deste esquema experimental ser maisseauativo do comportamento humano
frente ao alcool.

Os experimentos com animais constituem, portantoa ferramenta essencial na
investigacdo das alterac6es organicas relacionadaslcool, pois permitem acompanhar
variaveis de dificil controle nos estudos com ifdlims, bem como possibilitam utilizar

alguns procedimentos que nao seriam éticos seadpscem humanos.



31

Hepatotoxicidade do alcool com o avanco da idade

O etanol é uma droga de estrutura quimica simptesagao farmacologica fraca, em
comparacdo com outras drogas, porém produz, seidaj(efeitos nocivos sobre érgaos e
sistemas (FADA; ROSETTI, 1998).

Entre os varios 6rgdos e sistemas cuja saude mfhameento podem ser prejudicados
pelo uso do alcool destaca-se o trato gastroinwstm particular o figado, o érgdo que é
atingido em maior concentracdo pelo alcool, porresponsavel pela desintoxicacdo desta
droga no organismo (SEIZE, 1996).

O figado é um orgao versatil, desempenha funcGedafuentais na manutencao da
homeostase metabdlica, tais como: metabolismo daoawgidos, carboidratos, lipideos e
vitaminas, a fagocitose de material insolUvel pnieete da circulacdo esplénica, sintese de
proteinas séricas, dentre outras (ROBBINS; COTRANMAR, 1994). Na digestao e
absorcéo de alimentos e nutrientes, compete aasie a producéo da bile, num volume de
500 a 1000ml por dia, armazenado pela vesiculariiBTRANGE, 1984). Os constituintes
da bile incluem os fosfolipidios, o colesterol,saés inorganicos e o seu pigmento principal
da bile, a bilirrubina (produto residual da dest#ioi dos eritrocitos), a qual possui importante
papel na determinacéo da funcéo hepatica (TAVOLBYEHRK, 1993).

O figado desempenha ainda outras funcbes ndoaedatas com a digestdo, como a
hematopoiese, a coagulacdo sanguinea, a fagooi#tose desintoxicacdo. Os sistemas
enzimaticos do figado também desativam drogas iatdegam varias substancias quimicas
provenientes do meio ambiente, tais como coramgedientes alimentares, medicamentos e
diversos tipos de drogas, entre estas o alcool (BN, HALL, 2002)

Diversas drogas, incluindo o alcool, produzem aftées metabdlicas e podem causar
prejuizo hepatocelular pela interacdo de complexesanismos. Os hepatocitos submetidos
aos estimulos nocivos do etanol podem ser dandgadstrutural ou funcionalmente, de
forma transitéria ou permanente, dependendo dasittede e duracédo do estimulo (BORINI
et al., 2003). Assim, o risco de desenvolver dodregzatica € diretamente proporcional ao
tempo total de duragdo do consumo do alcool, séaio agravante a ingestdo regular e
diaria (MAHER, 1997).

Os trabalhos realizados a partir de 1960 possitalih demonstrar a hepatotoxicidade
do etanol (MINCIS, 2002; MINCIS et al., 1995). Alggiautores verificaram que o etanol
produziu esteatose, com evidentes alteracdes stluaigrais em ratos e no homem, assim
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como fibrose e cirrose em macacos. Dados epidegitol® também reforcam os argumentos
a favor da existéncia de efeito hepatotdéxico dodI@MANN et al., 1991; SMART, MANN,
1993).

O efeito da idade e do consumo cronico do etartwbrigerm) na deposicdo de
gordura do figado foi estudado experimentalmenterams machos Fisher 344 x Brown
Norway (F344BN), com idades 2 e 24 meses (jovednso, respectivamente), consumindo
dieta liquida com o etanol constituindo 36% dasrcs, por 21 dias. A analise histologica os
figados dos animais idosos tratados com etanolsapt@/am significante deposicdo de
gordura nos tecidos, 0 que ndo ocorreu apds o mpsoeedimento, nos ratos jovens e nos
animais-controle, que apresentaram uma arquitetomaal do tecido. O fato de os animais
idosos-controle ndo terem desenvolvido gorduraigedb sugere que a idade predispde este
orgao a deposicdo de gordura induzida pelo etaDAH(LL et al., 2005). Sao varios os
fatores envolvidos na génese da esteatose alcoatieatuada sintese de acidos graxos livres
(AGL) (lipogénese hepatica), devido ao metabolistdwo etanol resultar na producdo de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e em mmg@ano estado redox do figado,
favorecendo assim a sintese de triglicerideos éA@eg; diminuicdo da funcionalidade
mitocondrial atribuida a injaria provocada pelonela resultando em decréscimo fia
oxidacdo e na eliminacdo de gordura (SEITZ; STICKEQO7); diminuicdo da sintese e
liberacdo hepatica de lipoproteinas; aumento dalimegfo de tecido adiposo periférico e da
entrada hepatica dos lipidios circulantes e proadgiespécies reativas de oxigénio (EROSs),
com consecutiva peroxidacao lipidica e lesdo ce{BAVAROTTI et al., 2002). Outro fator
importante na patogenia da esteatose alcooliceegracao de citocinas a partir de células de
Kupffer hepaticas, induzida pelo influxo de end@tas do intestino para o figado (SEITZ et
al., 2006; THURMAN, 1998). Com a leséo da barreisamucosa intestinal, associada ao
etanol, bactérias e metabdlitos bacterianos podgranpara a circulacdo portal e alcancar o
figado. Diversas citocinas, incluindo interleucidas 6 (IL1, IL6), fator de crescimenfii
(TGH31), e fator de necrose tumoral alfa (THNFsé&o liberados (MCCLAIN, C. et al., 2005;
URBASCHEK et al., 2001), tendo o TNF-e IL1 efeitos citotoxicos contra hepatdcitos,
levando a necrose, enquanto o PG&hRtiva a fibrogénese hepatica.

Em seu metabolismo o alcool forma moléculas qusaraudano ao figado, como o
acetaldeido e os radicais livres. O acetaldeido depcapacidade de se ligar a enzimas,
proteinas microssomais e microtubulos, prejudicarmdosecrecdo de proteinas pelos

hepatdcitos, levando a hepatomegalia (ZAKARI, 2086¢m do prejuizo na sintese proteica
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do figado, o alcool favorece o acumulo de proteidasexportacdo. Estas proteinas,
sintetizadas normalmente no figado (albumina, temrisa), ndo seriam exportadas
adequadamente para a circulacdo pelo processcsdstaguracao dos sistemas de canais em
hepatocitos aumentados de tamanho (BARAONA et ¥)75; LARKIN; OSWALD;
McNIVEN, 1996). A ligacdo do acetaldeido com astgiras forma compostos antigénicos
gue estimulam a resposta imune celular e humafrécendo a lesédo tecidual hepatica.
Estudos em animais mostraram que 0 consumo crémic@lcool aumenta o estresse
oxidativo celular, associado com a geracao de aeditvres (superoxido £) peroxido de
hidrogénio HO, e radical hidroxila OH), como descrito anterior@eeno texto (PONNAPA;
RUBIN, 2000).

Embora a esteatose hepatica constitua geralmeatgeminicial, chegando a ser a mais
comum das manifestacbes das doencas alcodlicasesman pode vir a desenvolver
esteatohepatite, acompanhada por um severo damdobelular e cirrose (CAHILL et al.,
2005). Estas condi¢cdes podem existir independemiengendo necessariamente representam
uma mudanca continua (ROBBINS; COTRAN; KUMAR, 199%proximadamente 55% dos
alcoolistas apresentam evidéncia de esteatoseidegpaendo que cerca de 10 a 35%
desenvolvem hepatite alcodlica e 10 a 20% cirrB&S; COPLE, 2003).

A esteatose hepatica é reversivel com a abstin@nai@epatite alcodlica tanto pode
ser fatal como reversivel com a abstinéncia (BARRGSLPERIM; GRUBER, 1997). Ja a
cirrose é progressiva e fatal, podendo estabitiaar a abastinéncia (GORDIS, 1993).

O efeito toxico do alcool sobre o tecido hepatieoobservado por Keegan; Martini;
Batey (1995), que ofereceram a ratos etanol na dgleber, em uma concentracdo de 40% ,
por um periodo 13 semanas, constatado altera¢c@&slogicas de esteatose, inflamacéao,
necrose dos hepatdcitos e esclerose pericentrdligadlo dos ratos. Porém, alteracbes
mitocondriais, relacionadas a um leve aumento naxacao lipidica, podem ser observadas
em ratos recebendo, por 8 semanas, baixas cong@egrde etanol (3% - consumindo 4g/kg
de etanol por dia) (PUZZIFERRI et al., 2000), sugdy um possivel inicio de um dano
maior observado em animais expostos a altas desés slibstancia.

A maioria das lesdes hepaticas induzidas por drageso o alcool sdo calcio
dependentes e envolvem interagdo com o citocrondd0R-promovendo formacao de
metabolitos e radicais livres que podem ser alténesativos e tdxicos para as células
(BELOMO et al., 1991; KRAUSFRIEDMANN, 1990; NISHIKAA et al., 1994; TOMAS,
REED, 1989). Esses radicais livres se ligam covaheante em pontos criticos da membrana

celular dos hepatdcitos, promovendo peroxidacéalitip, desintegrando o citoesqueleto,
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alterando a morfofuncionalidade mitocondrial, nficgedndo o calcio intracelular com
ativacdo de enzimas catabdlicas, com efeitos cehilpotencialmente deletérios (GINCEL;
ZAID; SHOSHAN, 2001; NICOTERA; BELOMO; ORRENIUS, 20). Dentre as enzimas
ativadas pelo célcio incluem-se as fosfolipasesiepses e as ATPases envolvidas no
transporte  transmembrana, sintese de proteinaspgéligse e reagcbes de
desacilagdo/reacilacdo necessarios a renovacdosfidigidios, e as endonucleases, que
associadas a fragmentacédo de cromatina (GINCELDZSHOSHAN, 2001; NICOTERA;
BELOMO; ORRENIUS, 1990;). Como consequéncia dessegsso, ocorrem alteracdes nas
concentragdes de diversas enzimas, proteinasiobpédfosfolipidios plamaticos, como, por
exemplo, Aspartato Aminotransferase (AST), AlaniAaninotransferase (ALT), Gama-
Glutamiltransferase (GGT), Fosfatase Alcalina (ALProteinas totais (PT), Albumina
(ALB), entre outros. Dessa forma, as determinad@@guimicas dos niveis destas enzimas e
proteinas, inter-relacionadas, constituem impoetamarcadores da agressao hepatica.

Nanji et al. (2002) registraram maiores valoregcedrde ALT para ratos de ambos os
géneros que receberam, durante 4 semanas, infusagastrica de etanol (10 — 16g/kg/dia)
em relacdo aos animais do grupo controle; tenddaagido observado, através de analise
histol6gica, comprometimento hepatico, caracteozgubr: esteatose hepatica, necrose,
inflamac&o e fibrose. E importante destacar quesesteitos hepatotdxicos do etanol foram
mais proeminentes nas fémeas.

Ratificando estes resultados, Imuro et al. (199Astataram niveis séricos elevados
de AST em ratos machos e fémeas tratados por shasnsam dieta liquida, na qual 28-35%
das calorias eram provenientes do etanol (11 —k@&h4a). Entretanto, embora tenha sido
observada diferenca significante entre os ratogrdpo etanol e seus respectivos controles,
em ambos os géneros, ao final do periodo os néresnaticos nas ratas do grupo etanol
foram significativamente maiores que nos machasiesmo grupo.

O que as pesquisas parecem demonstrar é que &twsad apresentam maior
susceptibilidade a injuria hepatica induzida pgbmel (IMURO et al., 1997; NANJI et al.,
2002).

Tem sido ainda relatado na literatura que, aposgasido cronica de etanol, a
atividade plasmatica de outra enzima, a GGT, seagke que seus niveis estdo relacionados
com o grau do dano hepatico, o que torna util adsterminacdo como indicador do consumo
excessivo e dos efeitos do etanol (MARTIN et &38]).

Outra enzima importante na avaliacdo da agresg#iba é a fosfatase alcalina (FA).

O aumento sérico de seus niveis se relaciona piadotamente com disturbios do figado e
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0sseos. Para se diferenciar a elevacdo sérica igenorepatica da de origem 0Ossea,
recomenda-se determinar também os niveis da gamtandl transferase (GGT), cuja
elevacdo é concomitante a da FA nas doencas hepdic ndo nas de origem 0ssea)
(MINCIS; MINCIS, 2007).

Martin et al. (1988), investigando os efeitos dgestéo cronica ( 9 semanas) de etanol
na atividade sérica da GGT em ratos machos, camstatum significante e progressivo
aumento, a partir da terceira semana de experimento

A GGT foi também utilizada como marcador de abukmddico, em trabalho
realizado com ratos machos Sprague-Dawley receb@add 6 semanas, dieta liquida com o
etanol constituindo 36% das calorias. Os nivei&@d se elevaram significativamente, ja a
partir da quarta semana, sendo este aumento ctnsteno final do experimento. Neste
mesmo trabalho, foram dosados os niveis séricdsAdgue, embora tenham diminuido no
grupo de animais que receberam alcool ao longosdasanas, foram significativamente
maiores que os dos animais do grupo controle. estaa, a associagdo dessas alteragbes
enzimaticas no grupo etanol é indicativa de darpatieo, que posteriormente é fortalecido
por andlise histolégica de seccdes do figado qumdstraram depdsito de gordura (MINCIS;
MINCIS, 2007)

Embora seja bem aceito que os efeitos deletésaspéitologicos do uso abusivo do
alcool sejam também decorrentes do aumento na giiodie radicais livres, pouca atengéo
tem sido direcionada para o estudo das repercugedesnsumo desta droga no organismo
idoso (GIAVAROTTI et al., 2002).

Giavarotti et al. (2002), com o intuito de inveati@ estresse hepético oxidativo como
produto da ingestdo alcodlica, estudaram, em fatistar machos com 3, 6, 12, 18 e 24
meses de idade, os niveis plasmaticos das trarssesine alguns outros parametros:
glutationa reduzida (GSH) e Thiobarbituric acidctaee substances (TBARS, substancias
reativas ao acido tiobarbitlrico), estes ultimosats da analise histolégica do tecido
hepético. A GSH é um marcador da saude celulaa@geda é indicativa de lesdo oxidante.
Seu déficit acarreta diminuicdo da resisténcia ragas, entre estas se destaca o etanol;
enquanto que o TBARS é um indicador da peroxiddgfidica e do estresse oxidativo
(HALLIWEL; GUTTRIDGE, 1989). Os ratos jovens (3 nessde idade) nao foram afetados
pelo tratamento alcodlico com relagcdo as transaaB)aentretanto, apresentaram uma
diminuicao do total do GSH e um aumento na formaltAdal BARS hepatico. Ja os ratos com
mais de 3 meses de idade foram intensamente asgpatintratamento; respostas similares as

desses animais foram detectadas com o avanco de, iderescidas de alguns agravantes,
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como: diminuigdo nos niveis plasmaticos e hepatilsobeta-caroteno e plasmatico de alfa-
tocoferol (importantes antioxidantes n&o enzim8icoelevacdo da atividade das
transaminases, 0 que desperta para um possivel lag@dico nestes grupos de animais,
posteriormente confirmado no estudo histolégicaddeos animais com 12, 18 e 24 meses de
idade apresentado maior area de necrose tecidblWAROTTI et al., 2002).

Em estudo realizado com ratos fémeas F344, com &, 25 meses de idade (adulto-
jovem, meia-idade e idoso, respectivamente), nbfquadministrado 4.0g/Kg de etanol por
via intraperitoneal, os niveis de GSH diminuiranmdas apdés a administracdo do etanol,
embora ndo tenha sido observada diferenca idadmdepte. Entretanto, o conteddo de GSH
no figado dos animais adultos-jovens se aproxinasurdveis detectados no grupo controle
apos 16 horas do tratamento, enquanto nos ratessdms valores continuaram deprimidos.
Foi ainda verificado um aumento significativo ndseis séricos das enzimas hepéaticas 6h
apos a administracdo da droga, observando-se reaidreis nos ratos de meia-idade e nos
idosos (RIKANS; SNOWDEN, 1989). Esses resultadagesem que 0s animais de meia-
idade e idosos sdo mais susceptiveis do que ad®soNvens a toxicidade do etanol.

O que a literatura parece demonstrar € que, indiepés do género, o etanol e a idade,
combinados, podem causar deterioragdo na integrigmtiutural e funcional do figado
(Figura 3).
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Figura 3. Curso natural da doenca hepética ala@deta, genética e género possivelmente modificamrso
da doenca.Fonte: Seitz e Stickel. (2007)
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Alcoolismo: efeitos nutricionais no envelhecimento

Muito embora problemas fisicos e os relacionadosism do &lcool possam estar
associados tanto ao envelhecimento quanto ao uss®EX0 desta substancia, o impacto da
interacdo destes fatores ainda € pouco estudadoespacial os efeitos nutricionais e
bioguimicos decorrentes deste consumo.

A manutenc¢ao de um estado nutricional adequadoeaealimentacdo equilibrada estédo
associadas a um processo de envelhecimento saudavednvelhecimento pode vir
acompanhado de mudancas que podem alterar a ingkst@dimentos e, consequentemente,
levar a deficiéncia de nutrientes e a prejuizogiciabais. Somado a essas mudancas
(fisiologicas, enfermidades, situagdo econémicanglfar), o consumo de &lcool em grandes
quantidades e cronicamente afeta o estado nutaiccmmo um todo, incluindo reducao do
apetite e da absorcédo, metabolismo e excrecaotdentes (LIEBER, 1988).

Aléem da falta de apetite, podem contribuir paradagiciéncias nutricionais as
complicagbes clinicas do alcoolismo no aparelhcestigo: esofagite de refluxo, lesdes
hemorragicas na mucosa gastrica, gastrite, estehegmtica, hepatite e pancreatites (BODE;
BODE, 1997). Assim, a ingestdo crbnica de bebidasohcas esta relacionada a profundos
efeitos no estado nutricional, podendo levar a wegdo, uma variavel intimamente
associada ao alcoolismo (LIEBER, 1976). Esta relagéoolismo-desnutricdo constitui um
ciclo vicioso, com a desnutricdo, inicialmente meada pelo &lcool, potencializando os

efeitos hepatotdxicos do alcool (Figura 4).
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Figura 4. Aspectos relacionados ao alcool e a deg#o.
Fonte: Reis (1993)

O consumo de alcool, em si, pode levar ao deseiivehto de duas formas de
desnutricdo, a priméria e a secundaria, ja bemafuedtadas na literatura. A desnutricdo
primaria pode ser causada por varios mecanismq@sld)alta densidade caldrica (7,1 kcal/g),
0 etanol pode substituir as calorias da dieta én8@%, em alcoolistas (ADDOLORATO et
al., 1997). Suas calorias vazias parecem néo sevafadas para o0 crescimento corporal,
uma afirmagéo ainda em discussdao (ADDOLORATO ¢t1897, AGUIAR; DA-SILVA;
BOAVENTURA, 2004), mas certamente ndo sdo acompathde vitaminas e sais minerais
(LIEBER, 1991); 2) por aumentar a liberacdo do haomim colecistoquinina (CCK), que
provoca saciedade (SEELEY; SHARON; WOODS, 19973 péikracéo no transito intestinal,
em consequéncia da influéncia do etanol no auméatsecrecdo de é&cido cloridrico no
estbmago (LUZ et al., 1996). Ja a desnutricdo skoia ocorre pela ma-digestdo e ma-
absorcdo dos nutrientes, causadas por complicgudiesreaticas, hepaticas e deficiéncia
enzimatica intestinal consequentes do consumo a®le{ADDOLORATO et al., 1997).

Deficiéncias especificas podem ser geradas pog@wdde enzimas microssomais como, por
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exemplo, a enzima que degrada a vitamina A, cantrito para a deplecdo desta vitamina no
organismo (LEO; LIEBER, 1999; LIEBER, 1991).

Acrescente-se a esses efeitos o fato de que bta gmpopulacdo de baixa renda,
usualmente desnutrida, por todos os condicionatagsobreza, consome elevados niveis de
bebidas alcodlicas (SILVA, 2000). Segundo Brody9@)9 esses individuos desenvolvem
severas deficiéncias nutricionais, com maior sugmkgade para as folatos, tiamina,
riboflavina, piridoxina e magnésio, principalmemfeando a ingestdo dessas substancias é
baixa. Nesses casos, constituem fatores deterrematd maior importancia a anorexia,
induzida pelo etanol, e o desvio de recursos fieiaos para a compra da bebida alcodlica, em
detrimento da aquisi¢éo de alimentos (PALENCIAIgt1®94).

Poucos séo os estudos empenhados em investigiacaa etanol e idade e o impacto
desta interacéo no estado nutricional; e seustaglsid séo bastante controvertidos.

O efeito adverso do alcool no consumo alimentaolfisiervado por Aguiar; Da-Silva;
Boaventura (2004), ao ofertarem, como Unica fostéquido, solucdes crescentes de etanol
(0, 5, 10, 20 e 40%, v/v) a rat@distar fémeas, por um periodo de 5 semanas. Os resultados
demonstram que a ingestdo de etanol reduziu o sanslimentarad libitum de maneira
dose-dependente. Os animais que receberam a nosierde etanol (40%, v/v) consumiram
apenas 32% em relacdo aos que beberam 4gua @atosle: 17,4 + 4/sratos etanol: 5,6 +
1,89, p= 0,000). Woods et al. (1996), também redata um consumo de dieta
significativamente menor=(50%) em ratos machos Fischer com 14 meses de, idade
ingeriram, em média, 13 a 16g de etanol/kg/diaamter 6 semanas, quando comparados ao
grupo controle.

O consumo do &lcool repercute ainda negativameot@easo corporal, como foi
constatado por Mobarhan et al. (1991), que pesguisaem ratos machos Fisher 344,
jovens e idosos, de 2 e 19 meses de idade, respeetite, a interacdo da idade e etanol no
status nutricional. Os animais receberam, por uroge de 3 semanas, dieta de Lieber-De-
Carli contendo 36% de energia proveniente do etdridb de carboidrato, 18% de proteina
e 35% de lipidio. Ao final do periodo experimentajos os animais jovens ganharam peso;
entretanto, o aumento de peso foi maior nos ca#rotomparados aos ratos que
consumiram etanol (p < 0,001). Entre os animaisadpa média de peso do grupo controle
permaneceu estavel, enquanto no grupo etanol hameeleve, mas significante perda de
peso (p < 0,01). Este estudo reforca o achado déhgumnaior sensibilidade do organismo

idoso a injuria alcoolica, em especial no que B&eeao status nutricional.
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Entretanto, Cahill et al. (2005) ndo constataraeratdo ponderal em ratos de mesma
linhagem (F344) e género, com idades de 2, 12 m&3kes, tratados por igual periodo de
tempo (3 semanas) em semelhante regime alcodlieta(tieber-De-Carli). Um paradoxo
cuja explicacdo seriam necessarias maiores ineesas.

Além dos aspectos controvertidos ainda existeqesistem algumas lacunas, uma
delas referente & alteragdo ponderal as vezeshmace® produto de um déficit alimentar
induzido pelo alcool ou do prejuizo no aproveitatoedos alimentos e nutrientes ingeridos,
ou da soma desses dois fatores? Assim, cabe a madarcientifica pesquisar os efeitos do
uso do alcool na ingestdo alimentar, bem como ovafiamento da dieta e a repercussao

ponderal e bioquimica do consumo desta substancia.



METODOS
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3. Métodos

Estrutura geral

Nenhuma outra substancia € objeto tdo frequentevestigacdo cientifica como o
etanol, seja para o estudo do seu efeito sobrganismo ou dos disturbios funcionais a ele
associados. Justifica-se o interesse, de um laga, rpultiplicidade de acgdes toxicas sobre
orgaos e tecidos, desencadeando mecanismos lssassaiciados a diferentes patologias que
afetam a saude e, de outro, pela repercussdao s@abndmica que o seu uso abusivo
acarreta (ABEL & SOKOL, 1991; KOREN & NULMAN, 1994), ainda, por ser a
problematica do alcoolismo uma realidade atualdifesentes segmentos populacionais, em
destaque para os idosos.

Todos os procedimentos experimentais posteriormaederitos foram realizados no
Laboratério de NutricAo Experimental (LNE) do Deparento de Nutricdo (DN) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), exceatstuwdo histoldégico do figado dos
animais, realizado no Laboratorio de Imunopatoldge&zo Asami (Lika) da UFPE e a
analise bioquimica do sangue, realizada no Lahdoatia Unidade de Analises Clinicas do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE.

Desde 1999, o LNE vem se empenhando em estudapeascussdes nutricionais e

bioquimicas decorrentes do uso do alcool em difeseciclos de vida de ratos, sendo este o
objetivo dos estudos do grupo engajado na linhpedquisa intitulada:Nutricdo e Alcool”
As pesquisas desenvolvidas nesta linha abrangeteness: bebidas alcodlicas durante a
lactac@o e seus efeitos na nutricdo e metabolisstado em ratos; ingestao alcodlica com
multiplas concentragcbes em ratos periadolescergesliférentes géneros; alcool: efeitos
nutricionais e metabdlicos em ratos adolescentegesidao de bebida alcodlica e mistura
alimentar do Nordeste brasileiro — efeitos em rades meia-idade, trabalhos estes de
doutorado, mestrado e concluséao de curso, respattivte.

O grupo de pesquisa reune professores, nutricenistoutros profissionais, além de
alunos de doutorado e mestrado, académicos deagp@a(estagiarios), bem como técnicos
de laboratério interessados na area. Sob a lide@a@rofessora Dr2 Francisca Martins Bion,
0 grupo visa estimular a pesquisa e o estudo amlaldesenvolvendo projetos de pesquisas
para disseminar evidéncias solidas sobre os efeitivionais e bioquimicos do abuso dessa

substéancia. Os resultados dos projetos de pestgssavolvidos pelo referido grupo no LNE
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tém sido publicados como pésteres cientificos engrEssos e reunides cientificas afins, e na
forma de artigos em periédicos nacionais e inteonads.

A seguir, serdo apresentados os materiais utilzadopresente tese com algumas de
suas caracteristicas e propriedades fisicas e @oletjia empregada, bem como as técnicas
utilizadas durante a fase experimental, indicarslpasametros considerados e 0s objetivos de

cada uma delas.

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 80 ratos de ambos os géneros,irdagem Wistar (Rattus
norvegicus, variedade Albinus), recém — desmamads<1 dias de idade. Apds o desmame
até o 12/18° més de vida, os ratos foram alimentados cata diomercial para roedores
(Labina — Purina do Brasil S/A) e agua. Os aninfaram provenientes do Biotério de
Criacdo do DN da UFPE. O protocolo experimentalpi@viamente submetido e aprovado
pela Comiss&o de Etica em Experimentacédo AnimatgiCdo Centro de Ciéncias Biologicas,
UFPE — processo’r23076.002080/2008-15(ANEXO A).

Apds o0 desmame, durante todo o periodo experimestahtos permaneceram em
gaiolas individuais, em ambiente com ciclo clarcues de 12 horas, temperatura controlada
(22°C = 2°C), dotado de sistema de exaustao.

Os ratos de 12 e 18 meses de idade, de ambosa®g§N=40) foram randomizados,

em quatro grupos de 10, de acordo com o desentewigygntal abaixo (Figura — 5).
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Figura 5 — Animais e grupos experimentais. GCFpgrcontrole de fémeas, GCM: grupo
controle de machos, GAF: grupo aguardente de fém®adl: grupo aguardente de
machos. N: nimero de animais em cada grupo.

Dieta experimental

Durante todo o periodo experimental (5 semanagyta dos 12/18 meses de idade
todos os grupos foram alimentados de forma exdyatV libitum com uma mistura baseada
na ingestao alimentar da populacdo do Nordestédirascomposta por: feijdo carioquinha
(Phaseolus vulgaris ), arroz polido Qriza sativa L), farinha de mandiocaManihot
esculenta crantg frango de granjaGallus galinaced e 6leo de soja. Esta dieta foi adotada
com o objetivo de avaliar as repercussdes do usgdardente, sobre o organismo de ratos
nutridos com os alimentos comumente consumidosgmgalacao nordestina. A composicao
centesimal dos alimentos foi determinada seguneh@tadologia do Instituto Adolfo Lutz —
IAL (2005) (tabela 1), apresentando a dieta expambad um balango entre os nutrientes, ou
seja, as seguintes caracteristicas: normocalérisasmoprotéica, normolipidica e
normoglicidica para ratos em envelhecimento. Gideip arroz e o frango foram cozidos em
agua, separadamente, durante duas horas, postmiermiessecados em estufa (60°C), por
12h, e pulverizados em moinho (Floor Grind — ChuzelB Kaisha), para obtencdo das

respectivas farinhas. A dieta foi preparada no IAEDN/UFPE, e estocada em temperatura
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adequada. Esta dieta ja foi anteriormente deseriilizada em estudos prévios do nosso

grupo (Burgos et al., 2005; Orange et al., 2009).

O consumo da dieta foi monitorado semanalmentea Barcalculo da ingestao

alimentar foram utilizados os dados quantitativelativos a quota oferecida e rejeitada, 7

dias ap0s o oferecimento.

Tabela 2 — Composicdo da dieta experimental

g/100

Constituintes Quantidade Proteinas Carboidratos Lipidios
Feijad 10,00 2,28 6,19 0,14
Arroz® 8,00 0,61 7,06 0,0
Frangd 10,00 7,88 1,25 0,43
Oleo de soja 4,00 - - 4,00
Farinha de mandiofa 68,00 0,95 56,00 0,06
Total 100,00 11,72 71,10 4,58
Kcal/100 g 372,50 46,88 284,40 41,22

Cozido, desidratado e moid80btido no comércio local’Determinacdes realizadas no Laboratério de

Experimentacdo e Andlise de Alimentos (Universid&geleral de Pernambuco),

Instituto Adolfo Lutz (2005) (2005).

segundo a metodologia do
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Andlise da aguardente de cana-de-agucar

A aguardente de cana-de-acUcar, caninha ou cacbbp deste estudo, é uma
bebida tipicamente brasileira, intensamente aptaciao Nordeste, e vem aos poucos
conquistando o paladar internacional de bebidasatiss, pelo seu sabor especial e exético.
Entretanto, pelo seu alto percentual alcodlicoprmsamo excessivo torna-se um fator de risco
a saude, em especial dos individuos idosos, peilar mensibilidade ao alcool. Desta forma,
julgou-se oportuna a investigacao do impacto dast&p desta bebida no organismo de ratos
em envelhecimento.

Foram analisadas duas amostras de aguardentealedeacucar adocada (cachaca),
de um mesmo lote, adquiridas no comércio da cidadeecife — Pernambuco, para verificar
a adequacao da bebida alcodlica aos parametriekestialos pela legislagdo em vigor quanto
aos componentes secundarios (BRASIL, 2005). Asafgmrde aguardente referentes as
amostras foram mantidas em suas embalagens osigiaatemperatura ambiente, até o
momento da andlise, realizada através de croméitngre Laboratério de Cromatografia
Instrumental, do Departamento de Engenharia Quintdoa Centro de Tecnologia e
Geociéncias da UFPE. (Figura 2) (ANEXO B).

Solventes e reagentes

O padréo de acetaldeido utilizado foi da marca &lue n-propanol e isobutanol,
Sigma; de 3-pentanol (padrdo interno) e acetatetitte Merck; os padrdoes de 2-metilbutanol
e de 3- metilbutanol foram da marca Aldrich. O saole empregado foi etanol, grau

cromatografia liquida de alta performance (HPLCgroK.

Soluc¢des-padréo para andlise de componentes sedoadte cachaca

As solucdes-padrdao dos componentes secundariotal(iido, acetato de etila, n-
propanol, isobutanol, 2- metilbutanol e 3-metillmaiy foram preparadas a partir de diluicdes
de solucbes-estoque de padrdes e de solucédo eddegpeadrao interno (3-pentanol). A
solucéo-estoque de padrbes continha o0s compones¢esindarios nas seguintes
concentracdes, em mg/100ml de solucéo: acetaldgd@®: acetato de etila: 3169, n-propanol:
2481, isobutanol: 2459, 2- metilbutanol: 640 e 3iimatanol: 1127. A solugao-estoque de
padréo interno continha 2661 mg de 3-pentanol/1Gfansolucdo. Foi utilizado etanol grau
HPLC como solvente no preparo das solucdes. Aldgudas duas solucdes-estoque foram

misturadas e diluidas em etanol a 40%, obtenddrsm concentracbes diferentes; estas



47

solugbes foram utilizadas para construcdo das sudeacalibracdo de cada componente
secundario.
A solucéo diluida de padrao interno em etanol a fifi%reparada a partir da solucéo-

estoque (em alcool absoluto); a concentracédo dmBapol obtida foi de 240mg/100ml.

Preparo das amostras
As amostras foram pesadas (cerca de 9 mL) e adadsnde solucdo diluida de

padréo interno (1mL), previamente destiladas ertildésr de alcool.

Andlise cromatografica

As solucbes de calibracdo e de amostras foramadgstem cromatografo a gas com
detector de ionizacdo de chama, marca CG (modekigv)asoftwarePeakSimple I, com
temperatura do forno isotérmica £6Q Foi utilizada a colunmegaborg30 m x 0,53 mm x
0,5 um) com polietilenoglicol (Carbowax 20M); volande injecdo: 2iL; gas de arraste:
hidrogénio (5 mL/min). A quantificacdo foi feita p@adronizacdo externa. A partir das
curvas de calibracdo, as concentracbes de caddoaf@am obtidas em mg/100ml;
entretanto, para expressar os resultados confoxiged@ pela legislagdo em vigor, estes
valores foram convertidos para mg/100mL de alcoddra (AA) utilizando-se a densidade
absoluta e a graduacao alcodlica de cada bebidagBR2005).
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Figura 6. Amostra 1 e 2 - Cromatograma de compesesgcundarios e metanol em amostra de aguardente d
cana-de-acucar adocada (cachaca), cahegaborg30 m x 0,53 mm x 0,5 um) com polietilenoglicob(Bowax
20M); volume de injecao: gL; gas de arraste: hidrogénio (5 mL/min). N/D = nfidectado.

Oferta de liquidos

Os animais do GA receberam os liquidos, agua erdgui@ de cana-de-agUcar
adocada (cahaca adocada) em bebedouros distirtadp 6C receberam agua, ambos os
grupos ad libitum, por um periodo de 5 semanas. A ingestdo hidricetileea, que
correspondeu a quantidade (ml) de agua e aguarngeiedas diariamente, pelo animal, foi
calculada por diferenca entre o volume de aguadbaehicoollica oferecida e o volume
rejeitado, registrados 24 horas apos a oferta. f@wno etilico foi obtido pela relacdo g de
etanol/ kg de peso corporal/ dia.

Para o célculo do contetdo calorico provenienteetamol, obteve-se o volume em
mililitro de etanol ingerido pelo animal, de acomon o percentual presente na bebida (40%
vlv — aguardente de cana-de-acgucar); posteriornenedor foi corrigido pela constante de
densidade do etanol (0,8), para obtencéo da gaaetide etanol em gramas e, por fim,
multiplicou-se este valor por 7,1 (kcal/grama deanet) (AGUIAR; SILVA;
BOAVENTURA, 2007).



49

Os alimentos constituintes da mistura alimentasjina como a bebida alcodlica,

foram adquiridos de uma Unica vez, no comérciolloca

Peso corporal

O peso corporal foi aferido em balanca de prea@imica, marca Ohaus, capacidade
para 2.6/0z, sendo a variacdo correspondente genlife entre o peso corporal inicial, aos
12/18 meses de idade e ao final de cada semanapeeneentacdo, sendo dessa forma,
registrado o peso corporal semanalmente. Ja o géaipeso total correspondeu a diferenca

entre o peso do animal ao final do experiment@esm no inicio do tratamento.

Sacrificio dos animais e analises bioquimicas

Ao final do periodo experimental, os animais, ejunede 12 horas, foram pesados e
posteriormente sacrificados sob anestesia (Claodia Ketamina: 25mg/Kg intra-muscular
(IM) e Cloridrato de Xilasina: 1-3 mg/Kg IM). Ardeda aplicacdo dos anestésicos, 0s ratos
permaneceram na sala do sacrificio por, no ming@aninutos, para ambientacéo, reduzindo
assim o estresse para o animal. Em sequéncia, fenémetidos a puncéo cardiaca, para
retirada das amostras de sangue destinadas aedssagquimicas realizadas no Laboratorio
da Unidade de Analises Clinicas do Departament€i@acias Farmacéuticas da UFPE,
através de kits comerciais, utilizando protocolaeslrfo de acordo com as instru¢cdes dos
fabricantes. As dosagens foram realizadas de acowdo 0os seguintes métodos: glicose
(Glicose-oxidase), colesterol total (CT) e trigticeos (TG) (Método enzimatico), fracoes
lipoproteicas: de alta densidade (HDL-C) (Polietglicol), de muito baixa densidade
(VLDL-C) e de baixa densidade (LDL-C) e albumind.B (Verde de bromocresol).

indice do Peso Relativo do Figado

Imediatamente apds a coleta do sangue foi realizada incisdo na cavidade
abdominal para a retirada do figado, visando anghte do peso relativo, calculado pelo
quociente entre o0 peso do animal e o peso totdlrgéo. Este artificio foi utilizado com o
objetivo de estabelecer se o tratamento com a dgjia provocou aumento ou diminui¢do da
massa hepdética. A pesagem foi realizada em baldecprecisdo elétrica, marca Ohaus,

capacidade para 2.6/0z.



50
Procedimentos para estudo histolégico do figado

Imediatamente ap0s a pesagem do figado, para odaefetiva acdo da aguardente
sobre o tecido hepatico foram retirados segmemndms\ersais de maior diametro dos lobos
do 6rgdo dos animais dos varios grupos. Para taotmparou-se, de forma qualitativa,
amostras histologicas de animais, machos e fémjaasngeriram aguardente com amostras
dos controles. Em seguida, os cortes foram imezgogormalina, tamponada em PBS a
10%, para fixacdo. Apos 48 horas, 0 segmento takiii submetido a rotina histologica:
desidratacéo e clarificacdo gradativa em banhd@dodel, iniciando em 50%, progredindo até
0 alcool absoluto (100%). Em sequéncia a sérieahds, os cortes foram tratados com
xilol, visando a translucidez do tecido e, finalteeremblocados em parafina. Através de
microtomia obtiveram-se cortes histologicos camn4de espessura, que foram corados pela
Hematoxilina-Eosina (HE), montados em laminas albiradas e avaliados através de

microscopia optica convencional e fotografadasvagae sistema de microfotografia.

Analise estatistica

A andlise dos dadd®i realizada por meio de média e desvio padraer(itéds de
estatistica descritiva) sendo utilizados os testéatisticos: t-Student, com variancias iguais e
desiguais, ou Mann-Whitney, F (Anova), para medrm@getidas com um fator, e F (Anova),
para medidas repetidas num modelo de trés fatdkasicas de estatistica inferencial). O
nivel de significAncia utilizado na decisdo dosee®statisticos foi de 5,0%. O “software”
estatistico utilizado para a obtencao dos céldoios SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences), na versao 13.
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4 RESULTADOS — ARTIGOS ORIGINAIS

No presente trabalho de tese, foram examinada®rseguéncias da ingestdo da
aguardente de cana-de-acucar sobre o status ondiicie bioquimico de ratos em
envelhecimento. Dois artigos cientificos originfaisam submetidos a revistas internacionais.

Doravante, serdo apresentados, em ordem cronol@gi@tigos em suas versdes originais.
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Nutritional effects of sugar cane alcohol on ageingats

O primeiro artigo deste estudo € intituladdNUTRITIONAL EFFECTS OF
SUGAR CANE ALCOHOL ON AGEING RATS ”. Foi submetido, como artigo original, a
revista: Biological Research. Publicada pela Editora Elsevier como revista afidila
Sociedade Chilena de Biologia, é classificada cqomdis internacional B2, pela Capes (ano
de 2010) (ANEXO C).

Em resumo, neste artigo foi avaliada a toxicidaglendestao crénica de aguardente de
cana-de-acucar sobrestatusnutricional de ratos em envelhecimento de ambagnosros. As
ingestdes de agua e aguardente durante o periodo sgenanas foram significativamente
maiores nos machos do que nas fémeas. Embora @gab&o tenha interferido no consumo
alimentar, em ambos os géneros, exerceu um efeitoot sobre o figado, caracterizado pela
presenca de esteatose e de areas de necroseasoderambos 0s géneros, tendo refletido em
alteracbes no perfil bioquimico dos animais comevagédo da glicose sérica, disturbios no
metabolismo lipidico e hipoalbuminemia, o que pt@e@r ao desencadeamento de diversas
patologias. A ingestdo cronica de aguardente ptmsrem envelhecimento de ambos os
géneros parece interferir na integridade e fundidade do tecido hepatico, com implicacdes

negativas sobre o metabolismo dos nutrientes.
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ABSTRACT

The toxicity of the chronic intake of sugar caneobl and its effect on nutritional status
during ageing was assessed in male and female Wag$al2 months of age randomized into
four groups of 10 animals: water control group [E@&male control group (FCG) and male
control group (MCG)] and alcohol group [AG — fematmtrol group (FAG) and male control
group (MAG)]. The animals were fed a blend of fobdsed on the typical diet of northeastern
Brazil and had free access to water and/or suger akwohol throughout the study (5 weeks).
Food intake, fluid intake and body weight were deiaed on a weekly basis. Biochemical
indices and histology of the liver was determinetha end of the experiment. Regardless of
the treatment, males consumed more ration, watesagar cane alcohol and had a greater
body weight than females throughout the study. Badte and female rats in the AG had
higher serum glucose and lower levels of triglydesi and very low-density lipoprotein in
comparison to CG. Although sugar cane alcohol didaffect food intake, it significantly
affected body weight and had a toxic effect onlither, with negative implications regarding

the metabolism of nutrients.

Keywords: alcoholism, sugar cane alcohol, ageing rats, mutiat status, biochemical

profile, liver
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INTRODUCTION

Alcoholism is a chronic disease with a multifactétinlogy combining genetic,
biological, psychological and environmental compuagAddolorato et al., 2005). In Brazil,
nearly 11% of the population has an alcohol depecyl€l7.1% of the male population and
5.7% of the female population (Carlini et al., 2D0R survey on the types of alcoholic
beverages most consumed in the country reportsdeeepying first place, with a yeanber
capitaintake of 54 liters, followed by sugar cane aldqii liters) and wine (1.8 liters)
(Galdur6z and Caetano, 2004).

The alcohol content in sugar cane alcohol (knoveally ascachaca is between 38%
and 48% Cachacais obtained through the distillation of fermengeayjarcane juice and has
peculiar sensory characteristics. Sugars may bedadtihen this addition of sucrose is
greater than 6g/t and less than 30gA., the drink is denominated sweetemedhaca(L6pez,
2004). According to Lépez (2004), the estimatedipobion of sugar cane alcohol in Brazil is
1.3 billion liters per year, with more than fiveotitsand registered brand names and
approximately 30 thousand producers throughoutdmatry. In 2003, 5.2 million liters of
sugar cane alcohol were exported; this figure tosk.2 million in 2004 (Lopez, 2004).
According to Moraes (2001), in countries such as@aay, Italy, France, the United States
and Japan, sugar cane alcohol is mainly consumts iform of a cocktail, especially
caipirinha, whereas nearly 70% of sugar cane alcohol is coadun its pure form in Brazil.

Alcoholism is not limited by social class, gendage or ethnic background. There is a
greater prevalence of alcoholism in the adult dddrly population (Soldera et al., 2004).
According to the literature, the elderly populatisrmore vulnerable alcohol dependency than
young people (Castillo et al., 2008). Upon ageamgindividual becomes more sensitive to
alcohol intoxication with the same doses that weeé# tolerated in the past (Hulse, 2002).
This makes alcohol intake a risk factor for poaaltieand a lower quality of life among
elderly individuals.

In vivo studies have assessed the effects of alcoholmmakutrition. Mobarhan et al.
(1991) studied the nutritional impact of alcohdkke in elderly male Fischer 344 (F344) rats
(19 months of age) for a period of three weeksfandd a reduction in body weight.
However, Cahill et al. (2005) studied the samedges(F344) and gender of rats aged 12 and
24 months treated with alcohol for the same amotitime and did not find a reduction in
body weight. These discrepancies regarding the ¢tmgfaalcohol intake on the nutritional
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status of ageing rats has piqued a growing intémdsie topic, given the numerous
implications.

Concerning alcohol toxicity, most studies indictiat intake can induce
morphological and functional alterations in livells, even with the use of small doses of
the drug (Brzoska et aR003; Ito et al., 2007). Puzziferri et al. (2000)fid that chronic
exposure to 3% alcohol (v/v) in Wistar rats rediiitea slight, but significant increase in
mitochondrial lipid peroxidation. This indicatesathmore extensive damage may be caused
when higher doses of this drug are offered.

The scarcity of investigations on the effects @f thronic intake of alcoholic
beverages with high concentrations of ethanol gtbkicity to target organs such as the
liver demonstrates the importance of the presewtysthe aim of which was to assess the
harmful effects of sweetened sugar cane alcohakébn the nutritional status and

biochemical profile of ageing male and female rats.
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MATERIALS AND METHODS

Animals and Experimental Groups

Forty male and female Wistar rats (Rattus norvesjiélbinus) 12 months of age were
obtained from the animal lodging sector of the Nioin Department of the Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE, Brazil). Through tilndysperiod, the animals remained in
individual cages in an environment with a 12-hootpperiod, controlled temperature {€2
* 2°C) and exhaust system, in compliance with the atlyaidelines established by the
Brazilian College of Animal Experimentation. Thésravere randomly allocated to four
groups of 10 animals according to the treatmentem@ontrol group [CG — female control
group (FCG) and male control group (MCG)] and atdaroup [AG — female control group
(FAG) and male control group (MAG)]. All componemifsthe ration and the alcoholic
beverage were acquired on a single occasion itota marketplace. The study received
approval from the Ethics Committee on Animal Expemtation of the Center for Biological
Sciences, UFPE (process n°: 23076.002080/2008-15).

Feeding Regimen

All groups were fed exclusively with a blend opiyal foods found in the diet of the
population of northeastern Brazil and had free s&te the ration (Burgos and Bion, 2005;
Orange et al., 2009). The composition of the raivas determined based on the methodology
of the Adolfo Lutz Institute (2005) and is listedTable 1. The diet was prepared at the
Experimental Nutrition Laboratory of the DepartmehiNutrition, as described in previous
studies (Burgos and Bion, 2005; Orange et al., pDi@tary intake was monitored on a

weekly basis, considering the amount offered anduarrejected.

Offer of Fluids

The animals in the AG received water and sweetsngdr cane alcohol in separate
drink dispensers and those in the CG only receivatgr. Both groups drardd libitumfor a
period of five weeks. Water and alcohol intake (wds determined on a daily basis and
calculated by the amount offered and amount rajeé&kohol intake was determined

considering g of alcohol/kg of body weight/day.
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Body Weight
Body weight was determined on an electronic preniscale, with a capacity of
2.6/0z. The variation in body weight based on thigal body weight at 12 months of age was

recorded on a weekly basis.

Sacrifice of Animals and Biochemical Analysis

At the end of the experimental period, the animadse weighed after fasting for 12
hours and then sacrificed under anesthesia (Ketaand Xylazine). A heart puncture was
performed for the collection of blood samples fog biochemical determination of glucose,
total cholesterol (TC) and tryglycerides (TG), wsthe Trinder enzyme method (1969).
Lipoprotein fractions [high-density (HDL-C), vergw-density (VLDL-C) and low-density
(LDL-C)] were determined using the Rautela and tked1978) method. Albumin (ALB)

was determined using the bromocresol green metPe(s et al., 1982).

Histological Analysis of Liver

Transversal segments were removed from the livéie@animals in the different
groups to determine the effects of sugar cane aldotake on liver tissue, with qualitative
comparisons of the histological samples from théeraad female rats that ingested sugar
cane alcohol and those that ingested water alomaetiately following blood collection, an
incision was made in the abdominal cavity for toval of the liver. The left lobe was
sectioned at its greatest diameter for the acdumsdf the transversal segment, which was
immersed in formalin buffered in 10% PBS for fixati After 48 hours, the tissue segment
was embedded in paraffin and submitted to routis®logical analysis. Histological slices 4
um in thickness were cut on a microtome, stainet Wwématoxylin-eosin, mounted on

albuminized slides and analyzed under a converitaptacal microscope.

Statistical Analysis

Data analysis was performed using descriptive nistlimean and standard deviation),
employing the Student’s t-test with equal and uégariances or the Mann-Whitney test and
F test (Analysis of Variance - ANOVA) for repeateg@asurements with one factor and the F
test (ANOVA) in a three-factor model (inferentiakthods) (Zar, 1999), one with repeated
measurements and Bonferroni comparisons betwednatioam times. The Student’s t-test was
chosen when the data demonstrated normal diswibutieach analysis category and the

Mann-Whitney test was used when the data did nmbéxnormal distribution. Equality of
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variance was determined using Levene’s F test.|&Ved of significance on all statistical tests
was set at 5.0%. The Statistical Package for tlegaS8ciences (SPSS, versionl3, Chicago,

IL, USA) was employed for all calculations.
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RESULTS

Food Intake

There was a significant difference between genagarding food intake (p < 0.001).
Males had a higher mean intake (CG: 1322520 g/day; AG: 137.24R7.53 g/day) than
females (CG: 116£35.86 g/day; AG: 111.G135.41g/day). For both genders, there were also

significant differences between evaluation timesept between Weeks 2 and 3 (Table 2).

Body Weight

In the weekly analyses, the males had significamtigvier body weight than the
females (Table 3). The paired comparison testsatedesignificant differences between weeks
only among the females. In the FCG, there wereifsignt differences between the beginning
of the study and Weeks 2 and 3 as well as betwesek\W and Weeks 2 and 3<®.009). In
the FAG, there was a significant difference betwihenbeginning of the study and Week 3 (p
< 0.002). Regarding weight gain at the end of the Week period, there was no significant
different between the two groups of males, butdheas a significant difference between the
two groups of females (CG: p = 0.028; AG: p = 0)0(Hgure 1).

Water and Sugar Cane Alcohol Intake

There was a significant difference in water inthkéveen the two groups of females in
Week 2, when the FCG ingested a greater amounatanthan the FAG (p < 0.001). Mean
water intake was significantly higher among malestfemales, except in Week 3, when the
difference did not achieve statistical significaii€able 4). Throughout the study, there were
statistically significant differences in water ikéain the MCG (p = 0.021) between Weeks 1
and 2 as well as between Weeks 2 and 4; in the H&@& were significant differences (p <
0.001) between Weeks 3 and 4 as well as betweehk3NBeand 5; in the FAG, there were
significant differences (p = 0.005) between Weeks\@ 3 as well as between Weeks 3 and 4.

The males ingested significantly greater amountughr cane alcohol than the
females throughout the study, except in Week 4 1€l'dp Figure 2 displays the preference
ratios for alcohol over water, which was higheiWieek 1 among the males (44.45+10.67%)
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and higher in Week 2 among the females (45.86+7)8A%ong the females, there was a
significant difference in preference ratio betw&geeks 2 and 3 (p = 0.040).

Biochemical Profile

Chronic sugar cane alcohol intakes led to a sicgmfi increase in glycemia in both
male and female rats as well as significant in@e&s TC and TC/HDL in the males. VLDL
and TG values were significantly lower in both gersdn the AG in comparison to the CG,

whereas albumin was significantly lower only in temales of the AG (Table 5).

Histological Analysis of Liver Tissue

The histological analysis of the liver samples eded liver impairment in the AG,
characterized by steatosis and areas of necrolsishwncreased proportionally in rats that
ingested larger amounts of sugar cane alcohol frEgeiency and intensity of the necrotic
lesions were similar to those of steatosis (Figyre
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DISCUSSION

The results of the present study indicate thatrtgestion of sweetened sugar cane
alcohol did not alter food intake in rats, regasdlef gender. However, it did have an effect
on body weight. Chronic exposure to alcohol in ageats of both genders did not
demonstrate the expected anorexic effect. Thedenfis differ from those described by
Woods and Druse (1996), who report significanthlydo food intake by 14-month-old male
rats treated with alcohol over a period of six weeand those described by Aguiar et al.
(2004), who offered increasing solutions of alcot@l5, 10, 20 and 40%, v/v) as the only
source of fluid to female Wistar rats for five week

The greater food intake of the males in both graspi&ely due to the faster
metabolism in this gender, which requires greadedfconsumption (Mezadri et al., 2004).
Although the animals in the MAG consumed more ftiwh those in the FAG, this behavior
did not result in weight gain, which may be atttduito the faster metabolism and
consequently greater energy expenditure among r{idiezadri et al., 2004) or a reduction in
the utilization of the diet. The latter hypothesiay be partially explained by the greater
amount of sugar cane alcohol ingested by malesshwhihile not reducing their appetite,
may have affected the utilization of the diet. Actog to Bode and Bode (1997), alcohol
toxicity results in poor digestion and/or the malatption of nutrients.

Although the greater ingestion of alcohol on the pathe males provided additional
caloric intake, these calories do not appear te lieen used for weight gain (Lieber, 1994).
However, in a previous study involving malnouristaimals with a 50% ration restriction,
the calories from a 20% alcohol solution (v/v) weffciently used to maintain body weight
(Aguiar et al., 2006). The authors cited subsedygniblished similar results on the offer of
an alcohol solution at a lower concentration (5&demale rats submitted to a similar ration
restriction. These findings suggest that the cesofiom alcohol may attenuate malnutrition in
rats and that the toxic profile of this drug depend the nutritional status of the animal.

Regarding male body weight in both groups, theltesi the present study are similar
to those reported by Cahill et al. (2005) for Fescrats (F344) of the same gender and age
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that received the Lieber-de-Carli diet for threeska® in which 36% of the calories came from
alcohol. In contrast, Mobarhan et al. (1991) stddi®-month-old rats fed with the Lieber-de-
Carli and similar alcohol content and found sigrafit weight loss. These results suggest that
the age of the animals is an important factoriggering the negative nutritional effects
caused by alcohol. Body weight in the FAG also aditts previous studies on female rats
treated chronically with alcohol, the weight gainmdiich was significantly lower (Aguiar et

al., 2004; Stewart and Kennedy, 1999).

The animals in the MAG ingested 45% more fluidstérvand sugar cane alcohol)
than those in the FAGVater intake was higher in the GC than the GA fathlgenders. This
may be explained by the fact that the water andhalcwere offered separately in the GA,
making the alcohol more attractive due to its cotr@tion of sugars. The significantly greater
alcohol intake on the part of males differs fromdings described by Orange et al. (2009) and
Lancaster & Spiegel (1992), who report that femalgested greater quantities of alcohol.
However, considering alcohol intake per kilogranbotly weight per day (g/kg/day), there
was no significant difference between genders, @ammntake was 21.16+6.78 g/kg/day for
males and 20.31+2.60 g/kg/day for females. Thekeegare similar to the 24.01 g/kg/day
reported by Aguiar et al. (2006), who offered feeni@ts a water/alcohol solution with a
similar percentage to that offered in the preserntys(40% v/v).

The significantly high glycemia values in both gerglin the AG are similar to those
described in previous studies (Sforcin et al., 18bak et al., 1998). According to the
literature, chronic alcohol intake alters glycefmamneostatis and is associated to the
development of insulin resistance. Kang et al. 206und that chronic exposure to alcohol
produced insulin resistance associated to impairineghe suppression of hepatic glucose
production. According to Wellen (2005), there mayabstrong relation between chronic
inflammation and insulin resistance, as many inftfatory factors directly affect the
signaling of this hormone. Thus, steatosis and titepavhich normally occur following
chronic alcohol intake, may contribute toward hgbgremia (Mezey, 1991).

The ingestion of high doses of alcohol is congde risk factor for atherogenesis
(Stipp et al., 2007) and induces changes in lipich@ostasis (Marmillot et al., 2007). In the
present study, serum TC in the MAG (221.78+148vi&3 170% higher than that in the
MCG (97.70 £63.10). The significantly lower VLDL ks in both males and females in
the AG confirm the toxicity of alcohol to the liveas acetaldehyde, which is a subproduct of

the metabolism of this drug, can damage the mibrdeusystem of the liver, resulting in
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inadequate fat secretion in the form of VLDL frohe diver and leading to low levels of this
lipoprotein in the blood (Seitz and Stickel, 2006).

The low levels of serum albumin in the FAG are gneement with those reported by
Aguiar et al. (2006) in female rats that ingestezteasing concentrations of alcohol. Low
levels of plasma proteins, such as albumin, maig#ate visceral protein depletion and liver
damage, as this protein is used when calculatiegléyree of liver failure (Pugh et al., 1973).

The toxic effect of sugar cane alcohol on livesuis was characterized by steatosis
and areas of necrosis in both male and femaleKatgan et al. (1995) report histological
alterations of steatosis, inflammation and necrivsike liver cells of rats that ingested a
water/alcohol solution (40%v/v). A number of fagt@re involved in the genesis of alcoholic
steatosis, such as the accentuated synthesiseditty acids and reduction mitochondrial
functionality attributed to damage caused by altatesulting in a decrease [fhoxidation,
the elimination of fat and the production of reaetoxygen species, with consequent lipid
peroxidation and cell damage. Another importantdiain the pathogenesis of this disease is
the secretion of cytokines from hepatic Kupffedsgahduced by the influx of endotoxins
from the intestine (Seitz and Stickel, 2006). A f@mof cytokines are released, such as
interleukin 1 and 6 (IL1, IL6), transforming growfidictor31 (TGH31) and tumor necrosis
factor alpha (TNFa) (McClain et al., 2005). TNIE-and IL1 have cytotoxic effects on liver
cells, leading to necrosis, whereas P&Rctivates hepatic fibrogenesis.

In summary, due to its high ethanol content, sagae alcohol is a complex beverage
and the degree of damage stemming from its ingestiay vary according to gender.
Although sugar cane alcohol did not affect foodlketin either gender, it had a toxic effect
on the liver, with repercussions on the biochempeafile of the animals, which may lead to

diverse diseases.
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TABLE |

Composition of experimental diet

Components (g) Quantity Proteins (g) Carbo?g;;drates Lipids (g)
Bean$ 10.00 2.28 6.19 0.14
Riceé 8.00 0.61 7.06 0.0T
Chickerf 10.00 7.88 1.25 0.43
Soybean ofl 4.00 - - 4.00
Cassava flodr 68.00 0.95 56.00 0.06
Total (g) 100.00 11.72 71.10 4.58
Kcal/100 g 372.50 46.88 28.40 41.22

Blend based on typical diet of population of noatern Brazil, composed &fthaseolus vulgaris L Oriza
sativa L, Manihot esculenta crantzGallus galinaceoand soybean oif The beans, rice and chicken were
cooked separately in water for two hours, dried inothouse (60°C) for 12 h and ground (Floor Geindhuo
Boeki Kaisha) for the obtainment of the respectileirs; "Obtained in local marketplacéDeterminations
performed by the Experimental Nutrition LaboratotyfzPE, following the methodology of the Adolfo Lutz
Institute (2005)
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TABLE Il

Food intake of ageing rats ingesting water andigas cane alcohol according to gender and
evaluation time

Group
Evaluation
Gender time (week) CG (9) AG (9) p-value
(Meant SD) (Meant SD)
. Male 1® 92.64+ 4.06 94.35 3.82 p™=0.480
2® 140.04+ 7.46 137.3& 9.67 p®@ < 0.001*
3® 138.78+ 20.68 138.1% 29.64 p® < 0.001*
4© 119.40+ 21.42 123.33 29.93 p®=0.452
50 171.92+ 11.15 170.4@ 3.84 p®=0.740
p©®=0.073
. Female 1® 67.72+ 12.61 69.8@& 24.10 p =0.492
2® 118.57+ 14.82 114.1% 25.42
3® 115.64+ 16.62 113.8% 21.38
4© 110.40+ 35.59 92.0% 20.53
50 168.67+ 4.80 165.22 7.35

CG: control group; AG: alcohol group.
(*): Significant difference at 5.0%.

(1): Comparison between groups using F test (ANQVA)
(2): Comparison between genders using F test (ANDVA

(3): Comparison between evaluation times usingsF(BENOVA)

(4): Hypothesis of group x gender interaction

(5): Hypothesis of group x evaluation time inteiact

(6): Hypothesis of gender x evaluation time intéac

(7): Hypothesis of group x gender x evaluation tinteraction

Note: Different letters in parentheses denote figmit difference between corresponding evaluatiomes
through paired Bonferroni comparisons
(**): Three-factor ANOVA
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Body weight of ageing rats ingesting water andimas cane alcohol according to gender and

evaluation time

Group
Evaluation time
(week) Gender CG (9) AG (g)

(Meanz DP) (Mean + SD)
.0 Male 528.43+ 55.54 544.14 36.33
Female 289.11+ 28.13 298.9@ 32.35

p-value B < 0.001* pY < 0.001*
-1 Male 525.19+ 52.32 527.0% 39.68
Female 297.10+ 28.76 310.7& 31.57

p-value B < 0.001* pY < 0.001*
.2 Male 540.62+ 58.62 540.6& 31.65
Female 309.70+ 32.35 319.8% 35.41

p-value B < 0.001* pY < 0.001*
.3 Male 538.59+ 45.67 546.6% 49.11
Female 320.05+ 35.97 329.6% 38.89

p-value B < 0.001* pY < 0.001*
-4 Male 534.34+ 63.00 535.7% 81.72
Female 314.62+ 45.55 324.24 40.05

p-value B < 0.001* ¥ < 0.001*
«5 Male 527.15+ 61.62 525.7@& 101.23
Female 313.82+ 51.77 322.54 38.51

p-value B < 0.001* ) = 0.002*

CG: control group; AG: alcohol group
(*): Significant difference at 5.0%

(1): Student’s t-test with equal variances

(2): Mann-Whitney test



TABLE IV

78

Fluid intake (water and/or sugar cane alcohol) dsirag rats according to gender and
evaluation time

Group
Evaluatio
Gender n time CG (ml) AG AG
(Week) water (ml) alcohol (ml)
(Mean = SD) (Mean + SD) p-value

. Male 1 40.22+ 6.10W 37.99+7.22 p®P=0.467 31.12+10.11
2 48.21+ 10.21® 42.66£9.70 p¥=0.229 29.51+11.39

3 42.82+ 11.60%®  38.20+8.08 p=0.325 23.97+9.65
4 37.61+ 7.26W 34.05+8.94 p¥=0.340 21.49+12.70

5 41.14+ 9.60“® 3612+ 10.35 pP=0.276 26.36+ 8.36

p-value B = 0.021* p® = 0.068 ) =0.218

. Female 1 24.97+ 4.37%®  27.48+8.84"® pP=0.432 18.14+3.74
2 31.20+ 6.30%9  20.76+ 4.16® p®<0.001* 17.64+ 4.20

3 32.27£5.60°©  30.81+8.21® p®P=0647 15.12+3.86

4 23.24+ 4.95®  21.32+6.52®W pM=0.470 15.08+5.69

5 24.42+ 4.14® 2416+ 7.95%® p?=0.315 16.28+7.82

p-value P’ < 0.001* ¥ = 0.005* )=0.391

P p® < 0.001* pY = 0.009* PV = 0.003*

Pu p < 0.001* ) < 0.001* )= 0.010*

Pu p = 0.018* pY = 0.055 )= 0.020*

Pv p'Y < 0.001* pY = 0.002* ¥ =0.151

Py pY < 0.001* )= 0.009* )= 0.003*

CG: control group; AG: alcohol group
(*): Significant difference at 5.0%.

(1): Student’s t-test with equal variances for cangbn between groups at each evaluation timerarddh gender
(2): Mann-Whitney test for comparison between gsapeach evaluation time and in each gender
(3): F test (ANOVA) for repeated measurements famparison between evaluation times

pi: for comparison between genders at end of Week 1

pi: for comparison between genders at end of Week 2

pii: for comparison between genders at end of Week 3

pwv: for comparison between genders at end of Week 4

pv: for comparison between genders at end of Week 5

Note: Different letters in parentheses denote figmit difference between corresponding evaluatiomes
through paired Bonferroni comparisons
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TABLE V
Biochemical indices of ageing rats ingesting watg/or sugar cane alcohol according to
gender
Group
Variable Gender CG (mg/dL) AG (mg/dL) p-value
(Mean = SD) (Mean = SD)
. Glucose Male 44.80+ 8.24 193.8% 82.78 p < 0.001*
Female  55.50+ 8.28 100.0@G: 41.80 p = 0.002*
p-value p® = 0.015* p® = 0.001*
. TC? Male 82.00+ 14.76 221,78 148.16 p? = 0.022*
Female 84.00+ 6.58 97.7G+ 63.10 p® =0.218
p-value p = 0.053 p? = 0.041*
. HDL® Male 20.10+ 3.67 42.3% 25.77 p® = 0.243
Female 21.30+ 4.76 20.6(x 12.88 p® = 0.393
p-value p® = 0.079 p? = 0.042*
« VLDL Male 18.50+ 2.64 9.60k 3.46 p® < 0.001*
Female 12.96+ 1.45 10.74 2.51 p® = 0.029*
p-value p® < 0.001* p® =0.419
. LDLM Male 43.40+ 12.92 81.64 82.93 p® = 0.481
Female 49.74+ 5.97 64.34 45.65 p? =0.341

p-value p? =0.183 p® = 0.905
. TG® Male 92.50+ 13.18 50.4% 5.81 p® < 0.001*
Female 64.80+ 7.25 52.6( 13.44 p® = 0.021*

p-value B < 0.001* p¥ = 0.669
- Albumin Male 3.49+0.43 3.20£ 0.43 p® =0.211
Female 3.83+0.32 2.98 0.74 p® < 0.001*

p-value )= 0.059 )=0.356
. TC/HDL' Male 4.15+ 0.46 4.91 0.67 p® = 0.013*
Female 4.03+0.76 4,75 0.77 p® = 0.051

p-value B = 0.579 & = 0.400

CG: control group; AG: alcohol groupCholesterol:"High-density lipoprotein®Very low-density lipoprotein;
_ow-density lipoprotein®Triglycerides; Cholesterol:high-density lipoprotein ratio; (*):gificant difference at
5.0%; (1): Mann-Whitney test; (2): Student’'s t-tegith unequal variances; (3): Student’'s t-test wdttual
variances
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 — Weight gain of ageing rats ingesting water ansii@ar cane alcohol
according to gender and evaluation time; CG: cogtrmup; AG: alcohol group

(*) Significant difference at 5.0% through Studertttest (g0.05).
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FIGURE LEGENDS

Figure 2 — Preference for sugar cane alcohol in relaticiotal fluids in ageing rats
ingesting water and/or sugar cane alcohol accordingender and evaluation time
(*) Significant difference at 5.0% through Studertttest with equal variances and F

test (ANOVA) for repeated measurements.
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FIGURE LEGENDS

Figure 3 — Histological cuts of liver stained with hematbwryeosin of animals in
alcohol group; severe steatosis with pseudocySBXxM(A); details: area of necrosis

(B); steatotic hepatocytes (C) (1000x).
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Effects of sugarcane alcohol on nutritional statugnd lipemia in male and
female rats in function of age

O segundo artigo deste estudo é intituladBFFECTS OF SUGARCANE
ALCOHOL ON NUTRITIONAL STATUS AND LIPEMIA IN MALE A ND FEMALE
RATS IN FUNCTION OF AGE”. Foi submetido, como artigo original a revistdcohol.
Publicada pela Editora Elsevier e classificada copmalis internacional A2, pela Capes (ano
de 2010) (ANEXO D).

Em resumo, neste artigo, foram avaliados os efeiitriicionais e lipémicos da ingestéo
cronica de aguardente de cana-de-agucar, em ratasblos os géneros, em funcdo da idade.
A ingestdo de aguardente contribuiu para um madoisemo calérico total, em ambas as
idades e géneros. Os animais machos, em ambaades idngeriram maiores quantidade
bebida alcodlica; ja ingestdo hidrica foi maior nos animais com 12amesm ambos 0s
géneros e tratamentoSom excecdo dos grupos GAF12 e GCF12, os demaiseaypaeam
perda de peso e os animais do GAM12 apresentaraon peso relativo do figado. Os valores
séricos de lipoproteina de altkensidadeforam maiores nos animais dos GA, exceto no
GAF12; entretanto, a bebida elevou a fracdo lipigdna de muito baixa densidade e os
triglicérides no GAF12 e no GAM18. Os achados ptamiconcluir quea aguardente de
cana-de-agucar, pelo seu alto teor de etanol, ébelmda complexa, e os danos decorrentes de
sua ingestao nstatusnutricional e lipemia de ratos podem variar, npetheléncia da idade e

do género.
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ABSTRACT

The effects of sugarcane alcohol intake on nutréictatus and lipemia in function of age were
studied in male and female Wistar rats at 12 andnb8ths of age, randomized into four
groups of 10 animals: water control group [CG; feam=ontrol group (FCG) and male control
group (MCG); and alcohol group [AG; female alcolgobup (FAG) and male alcohol group
(MAG). The animals were fed exclusively a blendfebdds based on the typical diet of the
population of northeastern Brazil, with free acceswater and/or alcohol throughout the five-
week experimental period. Food intake, liquid italiody weight were assessed. At the end of
the experiment, the weight of the liver and lipidlices (cholesterol, high-density lipoprotein,
cholesterol/high-density lipoprotein ratio, low-déy lipoprotein, very low-density lipoprotein
and triglycerides) were analyzed. Calorie intakes \eeater in the AG in both genders and at
both agesAlcohol intake was greater among males at both.agkser intake was greater
among the animals at 12 months of age in both gerated treatments. With the exception of
FAG12 and FCG12, the other groups experienced wégh and the MAG12 had the greatest
relative weight of the liver. The serum values @hhdensity lipoprotein were higher in the
AG, except in comparison to FAG12. However, alcantdke increased the fraction of very
low-density lipoprotein and triglycerides in FAGEAd MAG18. The findings demonstrate
that, due to its high ethanol content, sugarcaoehal is a complex beverage and the harm it

causes to nutritional status and lipemia in ratgegawith age and between genders.

Keywords: Alcoholism, sugarcane alcohol, nutritional statligemia, ageing
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INTRODUCTION

Alcohol abuse has become a significant problem tduiés continuous increase and
the effects this drug has on health and the quafitife of the elderly population. There are
more than three million alcoholics over 60 yearsagé in the United States (Gupta, 1993),
with an alarming estimate of 21% of the elderly gpagon affected by this disease by the

year 2030 (Rigo et al., 2005).

Studies have demonstrated the greater vulnerabditgicohol among the elderly in
comparison to young adults (Bucholz; Sheline; Held995; Smith, 1995; Castillo et al.,
2008). Upon ageing, an individual may become mamsisive to alcohol intoxication at
doses that were well tolerated in the past (H288€2) due to the physical and cognitive
changes that accompany the ageing process (GUWjf8).1This makes the consumption of
alcoholic beverages concomitant to ageing a riskofato healthThe effects of alcohol on
elderly individuals may be accentuated by theierali pharmacokinetics, reduction in total
body water and the occurrence of other health probl (Egbert, 1993)Chronic alcohol
intake among individuals over 65 years of age rsetated with significantly higher rates of
stroke, hypertension, dyslipidemia, cognitive dysfion, weakness, daytime sleepiness,
peptic ulcer, insomnia, diarrhea and urinary incwrice (Kaplan; Sadock, 2007; Colsher;

Wallace, 1990; Brower et al., 1994).

Regarding alcohol intake patterns among the elderlferms of gender, although
women are more susceptible to developing alcohelisran tend to have a significantly
greater intake of this drug (Glass et al., 199%inEr Cooper; Russel, 1994). Regardless of
gender, excessive alcohol intake can affect noéi status, including a reduction in appetite
and the adsorption, metabolism and excretion ofrients, thereby causing nutrient

deficiency and nutritional problems (Lieber, 1988).
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There are few studies investigating the associdiietween alcohol and age and the
impact on nutritional status. Moreover, the resblse been quite controversial. Using male
F344 rates at two and 19 months of age, Mobarhah ¢1991) investigated the interaction
of age and alcohol on nutritional status, giving #mimals a liquid Lieber-De-Carli diet with
added alcohol for three weeks. At the end of threodewhile all the two-month-old animals
had gained weight, the increase was significant®atgr in the control group. Among the 19-
month-old animals, mean weight remained stableh& dontrol group, whereas there was
slight but significant weight loss in the alcohobgp. This study reinforces the notion of the
greater sensitivity of the elderly organism to hdrom alcohol, especially with regard to
nutritional status. However, Cahill et al. (2005ed a similar alcohol regimen for the same
period of time (3 weeks) on the same gender arehdja of rats (F344) at two, 12 and 24

months of age and found no weight alterations.

With regard to the effect of alcohol on food intak#oods and Druse (1996) report
significantly less diet consumptior (50%) among male rats at 14 months of age who
ingested an average of 13 to 16 g of ethanol/kgfdagix weeks. Aguiar et al. (2004) also
report an adverse effect on food intake amongtratded with increasing concentrations of
an alcohol solution over a five-week period. Howewe a previous study carried out by our
group, hydroalcoholic solutions of sugarcane altofio different concentrations had a
positive effect on food consumption among rats (@ea Bion; Lima, 2009).

Alcohol is a special drug in that is produces enelgring its metabolism (7.1 kcal/g),
making it a considerable source of calories in canspn to carbohydrates and proteins (4
kcal/g) and lipids (9 kcal/g). Its calories are siolered “empty”, but this classification is not
yet sufficiently defined in the literature. Somethaars explain it as the lack of nutrients in
alcoholic beverages, whereas others define it @gligsipation of these calories by the heat

resulting from the metabolism of ethanol in theamigm (Lands, 1993). Studies carried out
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since the early 20 century have attempted to determine whether thak®ies are actually
lost or used by the organism for weight gain. Hogvethe results are conflicting and further

investigations into this issue are needed.

With regard to alcohol use by country, Brazil iseoof the largest consumers and
occupies first place in the consumption of fermeésdestilled beverages. Sugarcane alcohol
(cachaca alone has an average consumption of around 1&:@at (Galdurdz; Caetano,
2004). The alcohol content rachacais between 38% and 48% by volume at 20 °C. This
beverage is obtained from the distillation of segae juice $accharum officinarurh.) and
has peculiar sensory characteristics. Up to 6'@f sugars are added, expressed in sucrose.
When the addition of sucrose is greater than 6'glhd less than 30 gf. the beverage is
denominated sweetenedchaca(Lépez, 2004).

The hypothesis presented here is that sugarcaakahlalters the nutritional status and
lipid profile in male and female rats undergoing #igeing process. The aim of the present
study was to assess the effects of the chronicstimgeof alcohol on nutritional status and

lipemia in male and female rats in function of age.

MATERIALS AND METHODS
Animals and experimental groups

Eight male and female Wistar raRattus norvegicysvariety Albinus) at 12 and 18
months of age were obtained from the animal loddaagity of the Department of Nutrition
of theUniversidade Federal de Pernambu@d~PE, Brazil). Throughout the experiment, the
animals remained in individual cages in an envirenmwith a 12-hour light-dark
photoperiod, exhaust system and controlled tempergdR2+ 2 °C), in compliance with the
ethical recommendations of the Brazilian College Ahimal Experimentation.The

experimental protocol received approval from thehiég® Committee on Animal
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Experimentation of the Center for Biological Scieec UFPE (process n°:
23076.002080/2008-15).

The 12-month-old rats (N=40) were randomly allodat@ four groups of 10 animals
based on the treatment: water control groups [@@iafe control group (FCG12) and male
control group (MCG12)]; and alcohol groups [AG; fam alcohol group (FAG12) and male
alcohol group (MAG12)]. Likewise, the 18-month-aiakts (N=40) were randomly allocated

to four groups of 10 animals (FCG18, MCG18, FAG#3G18).

Feeding regimen

All groups were exclusively fed a blend of typidabds found in the diet of the
population of northeastern Brazil and had free sete the chow. This diet was described and
used in previous studies carried out by our grd@uyrdgos et al., 2002; Orange, Bion, Lima,
2009). The composition of the chow was determiregtt on the methodology of the Adolfo
Lutz Institute (2005) and is listed in Table 1. @ary intake was monitored on a weekly basis,
considering the difference between the amount effemd amount rejected. The components
of the food blend were acquired on a single triptte local market, at which time the

alcoholic beverage was acquired as well.

Offer of Fluids

The animals in the AG received water and sweetengarcane alcohol in separate
drink dispensers and those in the CG only receivaigr. Both groups drardd libitumfor a
period of five weeks. Water and alcohol intake (mBs determined on a daily basis and
calculated by the difference in the amount offeaed amount rejected. Alcohol intake was
determined considering g of alcohol/kg of body viday. For the calculation of calorie
content from the alcohol, the volume of alcohol)(mbgested by the animal was determined

base on the percentage in the beverage (40% - csugaralcohol). This value was
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subsequently corrected by the density constanhefatcohol (0.8) for the obtainment of the
amount of alcohol in grams. This value was mulkgiglby 7.1 (kcal/gram of alcohol) (Aguiar;
Silva; Boaventura, 2007).
Body Weight

Body weight was determined on an electronic prenisicale, with a capacity of 2.6
0z. The variation in body weight was determinedthy difference in weight between the
beginning and end of treatment.

Sacrifice of Animals and Biochemical Analysis
At the end of the experimental period, the aninvedse weighed after fasting for 12

hours and then sacrificed under anesthesia (Ketaaua Xylazine). A heart puncture was

performed for the collection of blood samples foe biochemical determination the lipid

profile using commercial kits and following the retiard protocols of the manufacturers’

instructions. Total cholesterol (TC) and triglycss (TG) were determined using the enzyme
method. The following lipoprotein fractions were telenined: high-density (HDL-C)

(polyethylene glycol), very low-density (VLDL-C) driow-density (LDL-C).

Relative liver weight

The relative liver weight (RLW) corresponded to theotient between the body
weight of the animal and total weight of the livdihis measure was used to determine
whether the treatment with alcohol led to an inseear decrease in liver mass. The weight

was determined on an electronic precision scal@(®) with a capacity of 2.6 oz.

Statistical analysis
Mean and standard deviation values were calcul@esicriptive statistical methods).
The F text (ANOVA) was performed with three factarsd two factors, the latter for variables

only observed in the AG (inferential methods). Angdete model was used to assess the
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influence of the factors. In cases of significanteraction, all pairs of subgroups were
compared by the combination of the levels (categdriof the factors. Comparisons were
performed using Tukey’s test when homogeneity efwariances was determined, Tamhane’s
T2 test when the hypothesis of homogeneity of thigances was not verified, and the Least
Significant Difference was used when the F testdiidemonstrate coherence with the results
of the paired comparisons. The level of signifieana all statistical tests was set at 5.0%. The

Statistical Package for Social Sciences (versignnes employed for all calculations.

RESULTS
Table 2 displays the data on daily calorie intdk@od intake was significantly greater (p

< 0.013) in males among the 18-month-old animagardless of the treatment. There was a
significant interaction between age and gender (P.G01), with FCG12 differing from
MCG18, and between age and treatment (P = 0.00th) MCG12 differing from MAG12 and
MCG18. There was a significant difference (P < Q)d@etween genders with regard to alcohol
intake (kcal/day), with males at both ages consgrgneater quantities than females (Table 2).

Calorie intake was significantly greater (P < 0.0@lthe AG than CG at both ages and
in both genders. Males had a greater calorie intake females at both ages and in both
treatments, with the exception of MCG12, which stgd fewer total calories than FCG12. The
majority of interactions were significant: age amelatment (P = 0.001), with MAG12 and
MAG18 differing from their respective controls; glm and treatment (P = 0.035), with
MCG12 differing from FAG12; and age x gender x tmeent (P = 0.023), with MCG12
differing from all groups except FCG12 and FCG18.

There were significant differences between agesthier remaining variables [food

intake (%CG), alcohol intake (%kcal/day) and tatalorie intake (%CG)], with higher mean
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values among the 12-month-old animals (P < 0.00%,005 and P < 0.044, respectively)
(Table 2).

Water intake was greater among the 12-month-oldnalsi in both genders and
treatments. Water intake was greater among malesthtages and in both treatments. Water
intake was greater in the CG than AG. Alcohol ietakas greater among males at both ages.
The ratio of the preference for alcohol over watexs greater among the 18-month-old
animals in both genders (Table 3).

Regarding weight, all groups except FAG12 and FC@&dj2erienced weight loss, with
the greatest loss recorded in MAG18 (11%), followgd-AG18 (6%). FCG12 experienced the
greatest weight gain (8.5%), followed by FAG12 (8%Mhere was a significant difference
between FAG12 and all other groups except FCG12FR&1d18. Significant differences were
also detected between FCG12 and the groups MAGA3VEDG12, between MAG12 and the

group FAG12 and between MAG18 and the group FCG12.

Liver weight was significantly greater among mdjes 0.001han females at both ages
and in both treatments (Figure 1). Alcohol intakéViIAG12 resulted in a 17% increase in liver
weight. In the analysis of RLW, males at both aged in both treatments had significantly
greater weights (p < 0.011) than females, excemomparison of FCG12. The MAG12 had
significantly greater RLW (p < 0.004). An interawti between the three factors was detected:
age x gender x treatment, with MAG12 exhibitingigngicantly greater RLW (p = 0.013) in
comparison to FAG12, FCG12, MCG12 and FCG18. FCkdd a significantly lower RLW

than all groups except FAG12 and MCG18.

Table 4 displays the serum lipid levels. TC wereatgr in the AG than the CG at both
ages and in both genders. These values were grneataales at both ages and in both
treatment. The ratio TC/HDL was highest recordednales in both ages and treatment, the

highest value recorded in GAM12 (4.91 £ 0.6IMe highest HDL-C value was in MAG12
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(42.39 + 25.77), with statistically significant féifences between this group and all other
groups in relation to the interactions age x gerfder 0.046), gender x treatment (p = 0.011)
and age x gender x treatment (p = 0.029). The bighieDL-C value occurred in FAG12,
with a statistically significant difference betwe#ns group and FAG18 in relation to the
interaction age x gender (p < 0.001) as well asvbenh FAG12 and all other groups except
MAG18 in relation to the interaction age x genddreatment (p < 0.001). The highest serum
level of TG was recorded in MCG1and the lowest was recorded in MAG12, with a
statistically significant difference between thegeups in relation to the interaction age x
gender (p < 0.001) as well as between FAG12 anotladir groups except MAG18 in relation

to the interaction age x gender x treatment (p08D).

DISCUSSION

The results of the present study demonstrate kieatntake of sugarcane alcohol did
not alter food consumption among rats, regardldsage and gender. However, it had a
differentiated effect on body weight. The findings the chronic exposure to alcohol on
ageing male and female rats did not demonstranarexic effect, as described by Woods
and Druse (1996) in 14-month-old rats treated waitb% hydroalcoholic solution for six
weeks. Larue-Achagiotis, Poussard and Louis-Syleegl990) also report a reduction in
food intake among rats ingesting a 10% alcoholtsoiu

However, recent papers in the literature suggedtaltohol suppresses the release of
neurotransmitters and neuropeptides, such as Jeptglucogon-like peptide (GLP-1) and
serotonin (5HT), which are anorexigenic neurochalsiqappetite inhibitors) (Pimentel,
Bressan, 2010). Concomitantly, there is strong enwé that alcohol may stimulate some
orexigenic peptides (appetite stimulators), sucitasinobutyric acid, endogenous opioids,

neuropeptide Y (Yeomans; Caton; Hetherington, 2@G08) ghrelin (Djurovic et al., 2007;



97

Kim et al., 2005; Konturek et al., 2004; Nicolasadt 2001). Therefore, due to its high
ethanol content, sugarcane alcohol may have infe@ndifferent neurochemical and
peripheral systems related to appetite controlrethe preserving the food intake of the
animals. A previous study carried out by our resleagroup corroborates reports in the
literature, demonstrating greater food intake ammatg treated with different concentrations
of a hydroalcoholic solution of sugarcane alcol@iange; Bion; Lima, 2009).

In the determination of fluid intake, males at batijes ingested a greater amount of
alcohol. This behavior is similar to that found algdiumans, as men more often consume a
greater amount of alcoholic beverages and witheatgr frequency than women (Wilsnack et
al., 2000). In constrast, Orange, Bion and LimaO@0and Lancaster and Spiegel (1992)
report greater alcohol intake among females. Howewensidering alcohol intake per
kilogram of body weight per day (g/kg/day), no diffnce was found between genders at
either age. Offering rats a 40% hydroalcoholic 8oly Aguiar et al. (2006) report a similar
value to that of the present study (24.01 g/kg/day)

Water intake was greater among the males at bas. ddpis finding may be explained
by their greater consumption of alcohol in comparito the females. Alcohol modulates the
secretion of antidiuretic hormone, which is als@mWn as vasopressin, via the peripheral
nervous system or directly in the central nervoisdesn. The suppression of this hormone by
alcohol results in greater water loss than nortnabrder to avoid dehydration, the organism
activates the thirst center, leading to an incr@aseater intake (Naves et al., 2003). One may
therefore suppose that the animals in the AG attednip compensate for the renal excretion
of water by greater water intake. The greater wiailke among both genders in the CG in
relation to the AG may perhaps be explained byofifer of water and alcohol separately in
the AG, making the sugarcane alcohol more attractihan water due to its sweet flavor

stemming from the concentration of sugars.
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In the present study, the findings among the argnralthe AG at both ages and in
both genders reveals that the consumption of sagaralcohol leads to greater total calorie
intake, as the alcohol in this beverage (40%) plewi7.1 kcal/lg when metabolized.
Following fat, alcohol is the most caloric nutrigfteomans; Caton; Hetherington, 2003).
Thus, the habit of consuming alcoholic beveragesideto ingesting a large number of
calories, which are added to those from other enisi in the diet (Marzzoco; Torres, 2007),
thereby favoring a positive energy balance, whi@y montribute toward an increase in body
weight (Pimentel; Bressan, 2010; Hetherington et2001). However, there is as yet no
consensus in the literature on the contributionadbries furnished by alcohol toward weight
gain in either animals or humans.

It should be stressed that, although the animathenAG had a greater total calorie
intake than those in the CG, this behavior did nesult in weight gain, except in FAG12.
According to Hellerstedt et al. (1990), weight lisgxpected when the calories from alcohol
account for 22% of the total calorie intake. Thsults from the animals at both ages and in
both genders exposed to sugarcane alcohol (alcedKcal/day: 40% to 54%) are in
agreement with those reported in the literatureeakng a negative effect on body weight
(Table 2).

Mobarhan et al. (1991) studied 19-month-old rats tiee Lieber-de-Carli diet, in
which 36% of the calories came from alcohol. Thienats exhibited significant weight loss.
The present study corroborates the results repdyetthese authors with regard to weight
loss in the AG. It should be stressed that alca@ooisumption may have interfered in the
adequate utilization of the diet. According to Bad®l Bode (1997), alcohol-related toxicity
results in the poor digestion and/or malabsorptibnutrients. Moreover, while the ingestion
of the alcoholic beverage provided an additionalrse of calories to the animals in the AG,

these calories do not seem to be utilized for weigdin (Lieber, 1994). However, in
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malnourished animals with 50% dietary restrictithg calories from a 20% alcohol solution
have been found to be efficiently used for the tegiance of body weight (Aguiar et al.,
2006). In another study, Aguiar et al. (2009) atedi similar results in female rats submitted
to an alcohol solution of a lesser concentratid¥)(®nd similar dietary restriction. These
findings suggest that calories from alcohol mayratate malnutrition in rats due to the
energy provided by the metabolism of the alcoha #mat the toxic profile of this drug
depends on the nutritional status of the animals.

Assessing the toxic effect of sugarcane alcohdivan tissue, the influence of alcohol
over hepatomegaly is evident (Figure 1). Chroneolabl intake is associated to an increase
in hepatocyte volume due to the greater retentfantiacellular water (Israel; Orrego, 1983),
reduced protein secretion (Baraona et al., 197%) ldgh fat deposits (Navder; Baraona;
Lieber, 1997). The animals in MAG12, MAG18 and FAGHad an increase in PLW of
21.8%, 6.3% and 37.6%, respectively, in comparisoithe controls. Cahill et al. (2005)
report similar findings in a study involving ratstevo, 12 and 24 months of age treated with
a liquid diet containing alcohol for three weekdca@hol intake resulted in a 34% increase in
liver weight and in the body/liver weight ratio fine two-month old animals. However, these
effects were not observed in the older animals. ditiergence between studies in relation to
the elderly animals may be associated to the perfi@kposure to the drug, which was more
intense in the present study, the concentratioalashol used or the amount of alcoholic
solution ingested by the animals. Epidemiologicaltad support the argument of the

hepatotoxic effect of alcohol (Mann et al., 199f&8t, Mann, 1993).

Besides the gastrointestinal tract and especib#yliver, the health and functioning of
the cardiovascular system can also be compromigethd use of alcohol. The high and
frequent consumption of this drug is associateahtincrease in blood pressure, deregulation of

lipids and triglycerides and a greater risk for wamalial infarction and cerebrovascular disease.
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Alcohol also raises the heart rate of occasionakumers, increasing the wear and tear of the
heart at rest as well as the energy consumptiothé&ymyocardium (Kaplan; Sadock, 2007).
Thus, the biochemical investigation of the effemtsugarcane alcohol on lipemia is pertinent

and important.

The results of the present study demonstrate Heaetfect of sugarcane alcohol on
lipemia varies with gender and age in rats. Witbard to TC, sugarcane alcohol had a
harmful effect, as both genders of the animal©@AG at both ages had higher serum levels
than those in the CG. Raj et al. (2009) report Isimesults in rats that received alcohol at a
proportion of 0.5 grams per kilogram of body weidigtkg). Maneesh and Jayalekshmi
(2005) also report hypercholesterolemia in Wistds treated with alcohol (1.6 g/kg/day) for
four weeks. A recent study underscores the findimgthe hypercholesterolemic effect
induced by alcohol. Wang, Yao and Song (2010) feda@ue-Dawley rats a liquid diet
containing alcohol for four weeks and found anratien in the homeostasis of cholesterol,
characterized by an increase in hepatic and sehatesterol levels.

While the idea that the regular intake of alcohdieverages offers protection from
cardiovascular diseases has been widespread,rttecpve effect likely depends on the type
of beverage, consumption pattern (quantity anduiegy) and environmental factors. The
type of beverage and consumption pattern amonguimals in the present study likely did
not contribute favorably to cholesterolemia. Thedification of lipoproteins is the most
commonly described mechanism as a mediator of @aadcular protection associated to
alcohol intake, with the metabolism of circulatilygoproteins affected by alcohol in diverse
phases. Regular consumption may be associated tmcagase in lipoprotein synthesis
(Nishiwaki, et al. 1994) as well as a reductionHBL-C degradation and greater hepatic

metabolism of LDL-C (Savolainen, Kesaniemi, 1995).
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The animals in the AG had higher HDL-C values ilatten to the controls, except
FAG12. Raj et al. (2009) also report an increasd_#dDamong rats treated with alcohol.
Population-based evidence demonstrates higherslesfeHDL-C among individuals who
consume alcoholic beverages (Manttari et al., 1$2¥olainen, Kesaniemi, 1995). However,
it should be stressed that this beneficial effegpethds on other factors, such as socio-
demographic and cultural characteristics as welkaténg habits, which may be partially
responsible for the affects attributed to alcolevgns et al., 1995). The greater or lesser
prevalence of other risk factors, such as smokialgith, obesity and a sedentary lifestyle,
should also be taken into account (Wannamethegebhi999).

In the present study, sugarcane alcohol also caaisexcrease in VLDL-C, which is
an important triglyceride-carrying lipoprotein, angothe rats in MAG18still having this group
displayed high levels of TGn white rats exposed to alcohol, Raj et al. (204189 found higher
triglyceride values in comparison to control raks. a study involving Wistar rats, the
administration of alcohol (1.6 g/kg/day) for fouegks led to hypertriglyceridemia (Maneesh;
Jayalekshmi, 2005). These results are supportethdyliterature, as alcohol is known to
increase the hepatic synthesis of triglyceridesrdBaa; Lieber, 1970; Lieber; Davidson,
1962). Moreover, alcohol-induced hyperlipemia may ditributed to an increase in the
hepatic production of lipoproteins and/or a reductin the removal of lipoproteins from the
blood (Baraona; Lieber, 1970).

The lower VLDL-C values found among the animal$lAG12, FAG12 and FAG18
may be explained by the toxicity alcohol exertstba liver, as acetaldehyde, which is a
subproduct of the metabolism of this drug, can dgertae microtubule system in this tissue,
resulting in inadequate fat secretion in the fofmfbDL-C from the liver to the blood and
leading to low serum levels of this lipoprotein i(@end Stickel, 2006). It is likely that the

greater intake of sugarcane alcohol among the dsimaAG12 and FAG18, as mentioned
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above, was responsible for this greater liver damagth consequences to the metabolism of
this lipoprotein.

Despite the beneficial effect with relation to H@L-which is an important predictor
of cardiovascular risk and plays a crucial roleha reverse transport of cholesterol, alcohol
also exerts adverse effects on other lipids (VLDla@ TG). Therefore, one should not
encourage the consumption of alcoholic beveragestathe potential individual and social
risks secondary to the harmful effects of excessl@hol intake. The present study
demonstrates that, due to its high ethanol conserggarcane alcohol is a complex beverage
and the harm it causes to nutritional status gomehia varies in rats in function of age and

gender.
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Table 1 — Composition of experimental diet

Components (g) Quantity Proteins (g) Carbo(rgdrates Lipids (g)
Bean$ 10.00 2.28 6.19 0.14
Riceé 8.00 0.61 7.06 0.0F
Chickerf 10.00 7.88 1.25 0.43
Soybean ofl 4.00 - - 4.00
Cassava flodr 68.00 0.95 56.00 0.06
Total (g) 100.00 11.72 71.10 4.58
Kcal/100 g 372.50 46.88 28.40 41.22

Blend based on typical diet of population of norteen Brazil, composed of bearRh@seolus vulgaris ). rice QOriza
sativa L), cassava flounManihot esculenta crantzrange chickenGallus galindcep and soybean oif. The beans, rice and
chicken were cooked separately in water for tworbodried in a hothouse (60°C) for 12 h and grodmidof Grind — Chuo
Boeki Kaisha) for the obtainment of the respectivers; "Obtained in local marketplacieterminations performed by the
Experimental Nutrition Laboratory, UFPE, followitige methodology of the Adolfo Lutz Institute (2005)
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Table 2 — Daily calorie intake (food and alcohol) fomale and female rats ingesting
sugarcane alcohol and/or water in function of age

Treatment
Variable Age (months) Gender Alcohol + H,O (AG) H,0 (CG) p-value
Mean + SD Mean + SD
FI (Kcal/day) 12 M 70.62 +7.02%) 59.07 + 5.9¢" p? =0,013*
F 70.54 + 4.7¢° 61.83 + 5.81%) p? =0,013*
p® = 0,481
18 M 68.81 + 6.89% 80.57 +6.579 p¥ = 0,001*
F 62.98 +9.47% 66.72 +11.63°  p®<0,001*
P = 0,444
" =0,110
Fl (% CG) 12 M 119.56 +11.88 100 ja <0.001*
F 114.08 + 7.61 100 P=0.766
¥ =0.155
18 M 85.41 + 8.55 100
F 94.39 +14.11 100
Alcohol intake
(Kcal/dia) 12 M 60.37 +13.41 0 p®=0.579
F 37.33+8.08 0 @ = 0.001*
¥ =0.069
18 M 49.95 +19.03 0
F 42.95 +11.32 0
Alcohol intake
(% Kcal/day) 12 M 45.70 £ 5.59 0 p® = 0.005*
F 53.55 + 14.75 0 =0.260
p® =0.163
18 M 40.97 +9.64 0
F 40.11 +5.66 0
TCI (Kcal/dia) 12 M 131.00 + 17.08Y 59.07 +5.9¢? p = 0.296
F 107.86 + 6.50" 61.83 +5.81% P@ < 0.001*
P® < 0.001*
18 M 118.77 +19.28Y 80.57 + 6.57° p¥ =0.588
F 105.93 + 18.64" 66.72 +11.63°°9 P =0.001*
F% = 0.035*
A" =0.023*
TCI (% CG) 12 M 221.77 £ 28.82 100 B =0.044*
F 174.45 + 10.52 100 B=0.113
p® =0.472
18 M 147.41 + 23.90 100
F 158.76 + 27.89 100

CG: control group; AG: alcohol group; FI: food ingakr Cl: total calorie intake; M; male; F: female
(*): Significant difference at 5.0%
D: for comparison between ages
g2 for comparison between genders
g% for comparison between treatments
g*: for age and gender interaction
@ for age and treatment interaction
d9: for gender and treatment interaction
d": for age, gender and treatment interaction
Note: Different lowercase letters in parenthesasote significant difference between correspondjirayips through
Tukey's paired comparisons
Note: Different uppercase letters in parenthesestesignificant difference between correspondiraugs through

Tamhane’s T2 paired comparisons

u
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Table 3 — Liquid intake (sugarcane alcohol and/or water) and preference for sugarcane
alcohol among male and female rats in function ofge

Treatment
Variable (mﬁgfhs) Gender Alcohol + H,0 (AG) H,0 (CG) p-value
Mean + SD Mean + SD
W"(“:ﬁ;(;g;"’;ke 12 M 37.83+7.22 42.02 + 7.66 (he 0.001*
F 25.37 +6.83 27.14+4.42 <2P< 0.001*
p® = 0.032*
18 M 30.24 + 6.68 31.93+3.25 “h=0.214
F 19.32 +3.54 22.69 +3.89 ®h=0.846
g% = 0.774
g = 0.527
Sugarcane 12 M 26.57 +5.90 - p = 0.579
alcohol intake
(ml/day) F 16.43 +3.55 - B = 0.001*
P = 0.069
18 M 21.98 +8.37 -
F 18.9 +4.98 -
Alcohol i 1 _
(gkg/day) 12 M 20.19+7.73 p = 0.962
F 20.05 +2.16 - )= 0.474
p¥ = 0.431
18 M 18.76 + 9.28 -
F 21.67 +5.71 -
% Preference 12 M 0.40 +0.07 - p = 0.029*
for alcohol o '
F 0.40 + 0.04 - )=0.118
p¥ = 0.089
18 M 0.42 +0.09 -
F 0.48 +0.05 -

CG: control group; AG: alcohol group

(*): Significant difference at 5.0%

p®: for comparison between ages

p®: for comparison between genders

p®: for comparison between treatments

p“- for age and gender interaction

p®: for age and treatment interaction

p©: for gender and treatment interaction

p'”: for age, gender and treatment interaction
Note: Different lowercase letters in parenthesemtiesignificant difference between correspondirgugs through Tukey’s
paired comparisons
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Table 4 — Lipemia in male and female rats ingestingugarcane alcohol and/or water in
function of age

Treatment
Variable Age (months) Gender Alcohol + HO (AG) H,0 (CG) p-value
Mean + SD Mean = SD
TC? 12 M 221.78 + 148.16) 82.00 + 14.76 p“ = 0.008*
F 97.70 £ 63.1¢" 84,00 + 6,58" p? < 0.001*
p® = 0.001*
18 M 94.90 + 14.44” 71.90 +10.8%” p“ = 0.002*
F 81.20 £ 11.14” 69.25 £ 12.3¢ p® = 0.028*
p® = 0.039*
p” = 0.098
HDL® 12 M 42.39 £ 2571 20.10 £ 3.6 pY = 0.006*
F 20.60 + 12.88% 21.30 £ 4.767 p® =0.014*
p® = 0.003*
18 M 22.45 £ 2.95% 17.35 £ 2.38% 9 = 0.046*
F 20.40 £ 3.47® 17.08 + 2.8%% %) = 0.203
p® = 0.011*
p” = 0.029*
TC/HDL ¢ 12 M 4.91+0.67 4.15 + 0.46™ p = 0.011*
F 4.75 £ 0.77%) 4.030.76® p? = 0.002*
P¥ =0.440
18 M 4.25 +0.85% 4.09 % 0.2¢™ p“ = 0.043*
F 4.01 +0.56" 401017 p® =0.827
p®=0.719
1 =0.830
LoL 12 M 81.64 +82.93 43.40 £12.92 = 0.160
F 64.34 + 45.65 49.74 £597 = 0.057
p® =0.166
18 M 60.55 + 12.93 40.55 + 9.26 “=0.144
F 53.21+9.18 40.84 +9.51 ®h=0.492
p®=0.316
p” = 0.607
VLDL © 12 M 9.60 + 3.46" 18.50 + 2.64% pY = 0.696
F 10.74 £ 2.51% 12.96 + 1.45" p® = 0.054
p®=0.078
18 M 15.06 + 5.97® 12.96 +3.14% p“ < 0.001*
F 10.68 +2.15" 1195+ 1.7 p® = 0.227
p® = 0.262
p” = 0.001*
TG 12 M 50.49 £ 5.81% 92.50 £ 13.1&” p? = 0.661
F 52.60 + 13.44%°) 64.80 + 7.28°9 p®=0.053
p® = 0.015*
18 M 77.60 £ 28.96'%9 63.70 + 12.7¢*° p¥ < 0.001*
F 53.50 + 10.89"° 59.75 + 8.83°9 p®=0.181
p® =0.469
p” < 0.001*

CG: control group; AG: alcohol grouffotal cholesterol’High-density lipoprotein®Total cholesterol/high-density lipoprotein ratfbpw-
density lipoprotein®Very low-density lipoprotein‘Triglycerides; M: male; F: female.
(*): Significant difference at 5.0%
(: for comparison between ages
p?: for comparison between genders
p'®: for comparison between treatments
p'“: for age and gender interaction
): for age and treatment interaction
®: for gender and treatment interaction
p™: for age, gender and treatment interaction
Note: Different lowercase letters in parenthesesotie significant difference between correspondimgups through Tukey's paired
comparisons
Note: Different uppercase letters in parenthesemtéesignificant difference between correspondimups through Tamhane’s T2 paired
comparisons
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FIGURE 1 LEGEND

Figure 1 — Body and liver weight alterations in enand female rats ingesting sugarcane
alcohol and/or water in function of age; A: weiglitanimal; B: weight of liver; C: relation
between body weight and liver weight; MAG: malecdlol group; MCG: male control group;
FAG: female alcohol group; FCG: female control grpresults expressed as mean + SD of 10
animals per group; statistically significant difece (p < 0.05) (*) between treatments and
(**) between genders; F test (ANOVA), followed buKey'’s test.
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5. Consideracgdes finais
Os dados coletados no trabalho, através de andiseferéncias, permitem algumas

consideracdes finais sobre o tema estudado:

* Atendéncia a uma sociedade mais idosa € nostdiais,auma realidade universal. Assim,
se acentua a problematica do alcoolismo, vez deegespo etario € mais susceptivel aos
efeitos do alcool. Em outras palavras: ao envethexéndividuo pode tornar-se mais
sensivel a intoxicagdo alcodlica, o que torna oseom de bebidas alcodlicas
concomitante ao avanc¢o da idade um fator de rissamlde e a qualidade de vida desses
individuos;

* Por ser uma droga complexa, o alcool exerce inosnefeitos sobre diversos 6érgdos e
sistemas, em especial nos idosos, por encontrar maar vulnerabilidade a agentes
agressores;

* Entre os varios 6rgéos e sistemas cuja saude @hamento podem ser prejudicados
pelo uso do alcool destaca-se o trato gastroinedsem particular o figado, o 6rgédo que é
atingido em maior concentracdo pelo alcool, poragponsavel pela desintoxicacéo desta
droga no organismo. NOs observamos a hepatotoreidaxercida pela aguardente
caracterizada por alteragcdes na massa hepatisto®hica;

* Em sintese, a aguardente de cana- de -acucarsgelalto teor de etanol, € uma bebida
complexa, e os danos decorrentes de sua ingestamatagnutricional e bioguimico de
ratos podem variar, na dependéncia da idade e mErqgéEmbora n&o tenha interferido
sobre o consumo alimentar de ambos os géneroslesida aguardente exerceu um efeito
toxico sobre o figado dos animais com 12 meseactizado pela presenca de esteatose
e de areas de necrose, com repercussdes sobrél dipguimico dos ratos, que pode
proporcionar o desencadeamento de diversas paislogi

* No que se refere a lipemia dos animais, mesmo ardguate tendo exercido efeito
benéfico sobre a fragdo HDL-C, um importante poeddo risco cardiovascular, que
desempenha papel crucial no transporte reversoolbsterol, também exerceu efeitos
adversos sobre outros lipides (VLDL-C e TG). Dessma, o consumo de aguardente
nao deve ser encorajado, devido aos potenciassriadividuais e sociais secundarios aos
efeitos deletérios do consumo expansivo do algm@sente em grande quantidade na

aguardente de cana-de-acgucar (40%).
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A avaliagcdo dos parametros nutricionais e bioquimide ratos em envelhecimento
tratados com aguardente representa um ponto inm@reara o entendimento das
alteracdes nutricionais ocasionadas pelo uso amlalslo entanto, o impacto nutricional
resultante do uso dessa substancia, em difereities de vida, precisa ser considerado

em futuras pesquisas, bem como o tempo de expodidioga e o percentual da bebida
utilizada.



PERSPECTIVAS



6. Perspectivas

Os dados sugerem que um modelo experimental comtlizado neste trabalho
fornece informacgOes valiosas para o planejamentin@ementacdo de programas de
intervencao ao etilismo, nos diferentes segmerdpslpcionais, no Brasil, particularmente na

Regido Nordeste.

Assim, sugerimos como perspectivas para estudesofyt utilizando animais em

diferentes ciclos de vida:

* Investigar os efeitos nutricionais e bioquimicos diterentes tipos de bebidas
alcodlicas;

» Avaliar a influéncia de diversas concentra¢cfesl|deoingeridas durante diferentes
periodos de tempo;

* Analisar o impacto do &lcool, quando associado étadcom diferentes valores
caloricos e distribuicdo de nutrientes;

» Verificar os efeitos da ingestédo de alcool sobgéids e tecidos;

» Determinar a atividade sérica das enzimas hepataa®s importantes biomarcadoras
da agressao ao figado;

* Examinar os efeitos da ingestéo de alcool sobreserdpenho fisico.
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Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biologicas

Oficio n® 72/06 Recife, 12 de dezembro de 2006

Da Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) da UFPE
Para: Raul Manhées de Castro

Departamento de Nutrigdo - UFPE

Processo n° 012502/2006-07

Os membros da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado “Desnutricdo neonatal: efeito de inibidores seletivos de recaptagdo da
serotonina sobre funcio in vitro de macréfagos alveolares de ratos adultos”.

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos animais
encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro para
Experimentag@o Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo National Institute of
Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sdo adotadas como critérios de
avaliacio e julgamento pela CEEA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 9.605 —
art. 32 e Decreto 3.179-art 17, de 21/09/1999, que trata da questdo do uso de animais para fins
cientificos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais
realizados.

) f\lenciosameme,
UL (G aritnnd
Prof, Silene Cameiro do Nascimento

Presidente CEEA

ERE

CCB: Integrar para desenvolver
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ANEXO B - Documentacéo da analise cromatografica da aguardente
de cana-de-agucar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE TECNOLOGIA E GEOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIiMICA
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA INSTRUMENTAL

CERTIFICADO DE ANALISE NO: 006-002/2009

Natureza da Analise: Concomitantes no alcool etilico.
Interessado: Cybelle Rolim - UFPE/CAV - Nutricdo
Fone: 9133.2177.

Método analitico: Cromatografia a Gas, com detector de ionizagdo por chama. Coluna: Carbowax

20M (megabore).
RESULTADO:
Conc. (mg/100 mL) |
Ootpofients. 3 oshia 1 | Ampskad |
Acetaldeido N/D N/D
Acetona N/D 5,0
Acetato de etila 4.3 9.0
Alcool metilico N/D 19.6
Alcool n-propilico 14,8 17,3
| Alcool iso-butflico| 18,8 76,5
Alcool iso-amilico 99.9 1446 |

N/D = ndo detectado.

Recife, em 25 de setembro de 2009.

Professor Alexandre Ricardo Pereira Schuler
Chefe do Laboratério de Cromatografia Instrumental

Rua Tereza Mellia, #/n - Campus Universitdrio - Recife - PE - Fone (0%*81) 3271.8712 — FAX (0**81) 3274.7278 — E-mail: aschuler@ufpe br



ANEXO C - Documentacédo de encaminhamento do artigo
“Nutritional Effects of Sugar Cane Alcohol on Ageing Rats” ao

periddico
Enc; Letter reception - Yahoo! Mail Pagina 1 de 2
YAHOO!, MAIL
BRASIL Classic
Enc: Letter reception Quarta-feira, 5 de Maio de 2010 17:04

De: “cybelle rolim de lima" <cybellerclim@yahoo.com.br>
Para: “luciana crange” <luciana_orange@hotmail.com>, "Francisca Bion"
<franciscabion@yahoo.com.br>, "cybelle rolim de lima"
<cybellerclim@yahoo.com.br>, "Pedrita monitora + estagio”
<pedrita.aqueircz@hotmail.com>

--- Em qua, 5/5/10, Editorial Office <br@biologiachile.cl> escreveu:

De: Editorial Office <br@biologiachile.cl>
Assunto: Letter reception

Para: cybellerolim@yahoo.com.br

Data: Quarta-feira, 5 de Maio de 2010, 16:32

Dear Dr. Lima:
Please address your future requests to this email address.
Please kindly acknowledge receipt of this letter,

Regards,
Editorial Office

De: Editorial Office [mailto:br@biologiachile.cl]
Enviado el: Viernes, 30 de Abril de 2010 13:22
Para: cybellerolim@yahoo.com.br

Asunto: Letter reception

BIOLOGICAL RESEARCH

April 30, 2010

Dr. Cybelle R. Lima
Universidade Federal de Pernambuco
Brazil

Dear Dr. Lima:

Manuscript Title: Nutritional Effects of Sugar Cane Alcohol on Ageing Rats

The Managing Editors of your manuscript would like to thank you for submitting your
article to Biological Research. Your manuscript has been successfully received at the
Editorial Office and promptly will be assigned a number and give full consideration for
publication in Biological Research. As the corresponding auther, you will receive future
communications via e-mail.

http://br.mc553 . mail yahoo.com/mc/showMessage?sMid=26&fid=%25405%2540Sea... 19/09/2010
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ANEXO D - Documentacao de encaminhamento do artigo “Efeitos da
aguardente de cana-de-acgucar no status nutricional e lipemia de ratos
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Title: Effects of sugarcane alcohol on nutritional status and lipemia in male and female rats in function of
age

Corresponding Author: cybelle cybelle Rolim Lima

Authors; Francisca M Bion, PhD; Luciana G Orange, Ms; Pedrita A Queiroz, Graduate: Fabiola X Ponzi,
Graduate; Nonete B Guerra, PhD

Dear cybelle Lima,

We have received your manuscript titled "Effects of sugarcane alcohol on nutritional status and lipemia in
male and female rats in function of age”. Your manuscript will be given a number shortly, and you will soon
receive an e-mail with this number for your reference. You will be able to check on the progress of your
manuscript by logging onto the Elsevier Editorial System for Alcohol as an author:
http://ees.elsevier.com/alcohol/

Your username is: cybellerolim@yahoo.com.br

If you need to retrieve password details, please go to: hitp://ees elsevier, com/alcohol/automail query.asp

Thank you for submitting your work to Alcohol - An International Biomedical Journal.
Sincerely yours,

Charles R. Goodlett, PhD
Editor-in-Chief, Alcohol
Department of Psychology
IUPUIL

402 North Blackford Street
Indianapolis, IN 46202-3275
USA

Tel: 317-274-6772
Fax: 317-278-7181
E-mail: alcojmi@iupui.edu

hitp:/fwww . elsevier.com/locate/alcohol
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ARTIGO 1 - “AGUARDENTE DE CANA-DE-ACUCAR: EFEITOS NUTRICIONAIS

EM RATOS EM ENVELHECIMENTO”

ARTIGO 2 - “EFEITOS DA AGUARDENTE DE CANA-DE-ACUCAR NO STATUS
NUTRICIONAL E LIPEMIA DE RATOS DE AMBOS OS GENEROS, EM FUNCAO

DA IDADE”
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EFEITOS NUTRICIONAIS EM RATOS EM
ENVELHECIMENTO
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RESUMO

A toxicidade da ingestao cronica de aguardenteada-de-acgucar sobre o status nutricional no
envelhecimento foi avaliada em rakdsstarde ambos os géneros, com 12 meses de idade,
randomizados em quatro grupos de 10 animais: aguaete (GC), sendo GCF — grupo
controle de fémeas e GCM — grupo controle de mael®a — grupo aguardente, sendo GAF
— grupo aguardente de fémeas e GAM - grupo agu@demmachos. Os animais foram
alimentados, com uma mistura de alimentos baseadayastéo alimentar da populacdo do
Nordeste brasileiro, tendo os grupos livre acessgua e/ou aguardente, durante o periodo
experimental (5 semanas). Semanalmente, foi avatiasbnsumo alimentar, a ingestao de
liguidos e o peso corporal, e ao final do experimens indices bioquimicos e a histologia do
figado. Independente do tratamento, 0s machos goreasu mais racao e ingeriram maiores
quantidades de agua e aguardente, e apresentasarogopéreo superior, no periodo
experimental, em relacdo as fémeas; os animaimtlesaos géneros do GA tiveram glicose
sérica elevada e menores valores de trigliceridéip@proteina de muito baixa densidade,
guando comparados ao controle. Embora a aguard@oteenha interferido no consumo
alimentar dos ratos de ambos os géneros, repedrifirma diferenciada no peso corporal
dos animais e exerceu efeito toxico sobre o telwag@tico, com implicacdes negativas sobre o

metabolismo dos nutrientes.

Termos chavesalcoolismo, aguardente, ratos em envelhecimeratysshutricional, perfil

bioquimico, figado.
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INTRODUCAO

O alcoolismo pode ser considerado uma doenca erg@oim etiologia multifatorial,
combinando componentes genéticos, biolégicos, ligjmms e ambientais (Addolorato et al.,
2005).

No Brasil, cerca de 11% da populacao esta envobodaa dependéncia alcodlica;
deste total, 17,1% € do sexo masculino e 5,7%edainino (Carlini et al., 2002). Em relacéo
ao tipo de bebida alcodlica, pesquisa revela queads ingeridas no pais sdo: a cerveja, em
primeiro lugar, com um consunper capitdano de 54 litros, seguida da aguardente, com 12
litros, e do vinho, com 1,8 litros (Galduréz e Geet, 2004).

A aguardente de cana-de-agucar (cachaca), cujaagad alcodlica esta entre 38 %
vol (trinta e oito por cento em volume) e 48% \qldrenta e oito por cento em volume) a
20°C (vinte graus Celsius), € obtida pela destilamosto fermentado do caldo de cana-de-
acucar, com caracteristicas sensoriais peculipoeiendo ser adicionada de acucares, até
6g/L™", expressos em sacarose. Quando esta adicdo ésapgy/L” e inferior a 30g/L}, a
bebida passa a ser denominada cachaca adocada,(R6pé).

Segundo Loépez (2004), a producéo estimada de agntardho Brasil, é de 1,3 bilhdes
de litros por ano, com mais de 5 mil marcas regjists e cerca de 30 mil produtores, em todo
o pais . Em 2003, foram exportados 5,2 milhGedms Ide aguardente e cachaca, volume
gue aumentou para 10,2 milhdes de litros, em 200dez, 2004). De acordo com Moraes
(2001), em paises como Alemanha, ltalia, Frangadgs Unidos e Japdo, a aguardente e a
cachaca sao consumidas principalmente sob a foernagletel, com destaque para a
“caipirinha”, enquanto no Brasil cerca de 70% daaadente € consumida pura.

O alcoolismo nédo poupa classe social, sexo, idaderaca, alcancando elevada
prevaléncia na populacao adulta, inclusive entid@sos (Soldera et al., 2004) que, de
acordo com a literatura, apresentam maior vulnkdablie ao uso do etanol do que os jovens
(Castillo et al., 2008).

Ao envelhecer, o individuo pode tornar-se maisigeha intoxicacédo alcodlica com
doses que, no passado, eram bem toleradas (HOB2), ® que torna o consumo de bebidas
alcodlicas um fator de risco a saude e a qualidadeda dos idosos.

Estudos “in vivo” tém sido conduzidos, para avabiarefeitos da exposicdo ao etanol
sobre o perfil nutricional. Mobarhan et al. (19949,pesquisarem, em ratos machos Fischer
344 (F344) envelhecidos (19 meses de idade), odtopautricional decorrente do consumo
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de etanol, por um periodo de 3 semanas, constataremeduc¢ado no peso corporal dos
animais. Este resultado, entretanto, nao foi caiifo por Cahill et al. (2005), em ratos de
mesma linhagem (F344) e género, com idades aprdasnd?2 e 24 meses, tratados com
etanol por igual periodo de tempo.

Estas controvérsias acerca do impacto do consuretadol sobre o status nutricional
de ratos em envelhecimento tem despertado um atesoéeresse sobre o tema, dadas as
inUmeras implicacdes envolvidas.

No que diz respeito a toxicidade do etanol, a nmeamas pesquisas, ndo obstante a
utilizacdo de pequenas doses da droga, indicamsegueonsumo pode induzir alteragbes
morfologicas e funcionais nos hepatdcitos (Brzatka 2003; Ito et al., 2007). Puzziferri et
al. (2000) relataram que a exposicao cronica s rgistar ao etanol a 3% v/iv também
resultou em ligeiro, embora significativo, aumetiéoperoxidacao lipidica mitocondrial.
Este achado indica que danos mais extensos podaneioguando altas doses dessa
substancia forem oferecidas.

A escassez de investigacdes acerca dos efeitamdarno cronico de bebidas
alcoolicas com elevadas concentracdes de etaaoi particular, sobre a sua toxicidade
nos érgdos-alvo, como o figado, demonstra a pedia&lesta pesquisa para avaliar 0s
efeitos adversos da ingestdo da aguardente dedeaagicar adogada sobre o status

nutricional e bioquimico de ratos em envelhecimet¢oambos 0s géneros.
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MATERIAL E METODOS

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 40 ratos de ambos 0s génerosliegem Wistar (Rattus
norvegicus, variedade Albinus), com 12 meses d#eidarovenientes do Biotério do
Departamento de Nutricdo da Universidade FederBletieambuco (UFPE). Durante todo o
periodo experimental os animais permaneceram esfagandividuais, em ambiente com
ciclo claro-escuro de 12 horas, temperatura cadeo(22C + 2°C), dotado de sistema de
exaustdo, segundo a recomendacao ética do CobiégiCBrasileiro de Experimentacao
Animal).

Os ratos (N=40) foram randomizados, em quatro gruleolO, de acordo com o
tratamento: agua-controle (GC), sendo GCF — groptrale de fémeas e GCM — grupo
controle de machos; e os dois outros grupos GAIpagaguardente, sendo GAF — grupo
aguardente de fémeas e GAM - grupo aguardente deana

O protocolo experimental foi submetido e aprovadia Comissao de Etica em
Experimentacdo Animal (Ceea) do Centro de CiérRial®gicas, UFPE — processo n°:
23076.002080/2008-15.

Regime alimentar

Todos os grupos foram alimentados, de forma exeusob o sistema de livre
acesso, com uma mistura baseada na ingestao aindenpopulacédo do Nordeste brasileiro
(Burgos e Bion, 2005; Orange et al., 2009), cupaposi¢do dos alimentos foi determinada
segundo a metodologia do Instituto Adolfo Lutz £ I®005) e encontra-se na tabela 1. A
dieta, preparada no Laboratério de Nutricdo Expemtiad do Departamento de Nutricdo —
UFPE, ja foi anteriormente descrita e utilizadaestudos prévios do nosso grupo (Burgos e
Bion, 2005; Orange et al., 2009). O consumo dada@tmonitorado semanalmente e o
calculo da ingestao alimentar efetuado, consideramgliota oferecida e a rejeitada, 7 dias

apos o oferecimento.

Oferta de liquidos
Os animais do GA receberam os liquidos, agua ardgate de cana-de-acgUcar
adocada (cahaca adocada), em bebedouros disentpsanto os do GC receberam agua,

ambos os grupaad libitum, por um periodo de 5 semanas. A ingestéo hidrtdiea, que
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correspondeu a quantidade (ml) de 4gua e aguardgetédas diariamente, pelo animal, foi
calculada pela diferenca entre o volume de aguafdelicodlica oferecida e o volume
rejeitado, registrados 24 horas apos a oferta.M@uwno etilico foi obtido pela relacdo g de
etanol/ kg de peso corporal/ dia.

Os alimentos constituintes da mistura alimentsina como a bebida alcodlica,

foram adquiridos de uma Unica vez, no comérciolloca

Peso corporal
O peso corporal foi aferido em balanca de precidivica, capacidade para 2.6/0z,
sendo a variagcao correspondente a diferenca epegeacorporal inicial, aos 12 meses de

idade e ao final de cada semana de experimentacao.

Sacrificio dos animais e analise bioquimica

Ao final do periodo experimental, os animais, ejunjede 12 horas, foram pesados e
posteriormente sacrificados sob anestesia (Cldadia Ketamina e Cloridrato de Xilasina).
Em sequéncia, foram submetidos a puncao cardiacagcpleta das amostras de sangue
destinadas as dosagens bioquimicas de glicosstemiktotal (CT) e triglicerideos (TG),
realizadas pelo método enzimatico de Trinder (L989)¥racdes lipoproteicas: de alta
densidade (HDL-C), de muito baixa densidade (VLDLeGle baixa densidade (LDL-C)
foram determinadas pelo principio metodoldgico datBla e Liedtke (1978) e a albumina
(ALB) foi dosada pelo método Verde de BromocreBeltérs et al., 1982).

Procedimentos parastudo histolégico do figado

Foram retirados segmentos transversais dos fighmtoanimais dos varios grupos
para avaliar os efeitos da ingestdo da aguardehte s tecido hepatico. Para isso,
comparou-se, de forma qualitativa, amostras higicéé de animais, machos e fémeas, que
ingeriram aguardente, com amostras dos controlegdiatamente apds a puncédo cardiaca e
coleta do sangue, foi realizada uma incisdo naleae abdominal para a retirada do figado,
cujo lobo esquerdo foi seccionado em seu maior eli@npara obtencédo de um segmento
transversal que foi imerso em formalina tamponand@8S, a 10%, para fixagdo. Apos 48
horas, o segmento tecidual foi submetido a rotistldgica e finalmente emblocado em
parafina. Através de microtomia, obteve-se cort&®Idgicos com gm de espessura, que
foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE), moosaein laminas albuminizadas e

avaliados através de microscopia Optica convenktiona
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Analise estatistica

A andlise dos dadofi realizada por meio de média e desvio padraar(ités de
estatistica descritiva), sendo utilizados os tesséatisticos: t-Student, com variancias iguais e
desiguais, ou Mann-Whitney, F (Anova), para medidgetidas com um fator, e F (Anova),
num modelo de trés fatores (Técnicas de estatigfiegencial) (Zar, 1999) sendo um deles de
medidas repetidas e com comparacOes de Bonfeminel @s tempos de avaliagdo. O teste t-
Student foi escolhido no caso de verificacdo dateige de distribuicdo normal dos dados em
cada categoria em andlise e o teste de Mann-Whitmeycaso em que a hipotese de
normalidade ndo foi verificada. A verificacdo dgdiese de igualdade de variancias foi
realizada através do teste F de Levene.

O nivel de significancia na decisdo dos testedisstos foi de 5,0%. O “software”
estatistico para a obtencéo dos calculos foi o §B@&fistical Package for the Social

Sciences, na versao 13, Chicago IL).
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RESULTADOS

Consumo alimentar

A tabela 2 demonstra diferencas (p< 0,001) entig€ogsros quanto ao consumo
alimentar: média mais elevada nos machos (GC: 582%20g/dia; GA: 137, #27,53g/dia)
do que nas fémeas (GC: 11638,86g/dia; GA: 111,0435,41g/dia); e entre os tempos de

avaliacdo, com excecdo da 22 e 32 semanas, tanavarambos os géneros.

Peso corporal

No que diz respeito a este parametro, verificaede gnalise semanal dos resultados,
gue 0s machos apresentaram peso corporal signénsnte superior (Tabela 3).
Comportamento que néo foi repetido em relacdo abaede peso ao final do periodo, sendo
evidenciada (Figura 1) diferenca apenas entrenasdg, nos dois grupos estudados (GC: p =
0,028 e GA: p = 0,014). Em relagao ao comportampotaleral nas cinco semanas do estudo,
pelos testes de comparacdes pareadas comprovieiendh apenas para as fémeas, em ambos
0S grupos, sendo no GCF registrada nas 22 e 3fiasrmam 0 inicio do experimento e com a

12 semana 0,009) e, para o GAF, entre o inicio do experimena 32 semana<®,002).

Ingestédo de liquidos: agua e aguardente

Na tabela-4 , verifica-se que a ingestdo de agsidédaeas foi diferente entre os
grupos, na 22 semana de experimentacéo, periogoaho GCF ingeriu quantidades
superiores de agua, em comparacao ao GAF (p< 0A8hpédias da ingestdo de agua
durante os tempos avaliados foram significativamemiores nos machos do que nas fémeas,
exceto na terceira semana, para o0 GAF (TabelAihda comparando a ingestao hidrica ao
longo das semanas de experimento, 0 GCM apresdifiéoanca (p= 0,021) entre a22ealde
42 semana, enquanto, o GCF (p < 0,001), entreaad3% a 5% semana. No GAF foi constatada
diferenca (p = 0,005) entre a 32, a 22 e a 42 seman

A ingestao de aguardente apresentou diferenca@hggéneros, tendo os animais
machos ingerido maiores quantidades que as fémedsngo do periodo experimental, com
excecdo da 42 semana (Tabela 4). A figura 2 expeealiernancia observada entre machos e
fémeas, no que diz respeito a razdo da preferépsianimais pela aguardente, em relacdo a

agua, sendo esta maior para os machos, na 12 sdmawmaliacdo (44,45+10,67%), e para as
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fémeas, na 22 semana (45,86+7,84%). Para estaaslltioram registradas diferencas entre a
22 e a 32 semana (p=0,040).

Perfil bioquimico

A ingestao cronica de aguardente aumentou sighvfazaente a glicemia dos ratos,
em ambos o0s géneros, e o CT e CT/HDL, apenas pamachos. Quanto as dosagens de
VLDL e TG, os animais apresentaram valores mernuaes 0 GA, nos géneros estudados,

diferentemente da albumina, reduzida significatieata nas fémeas (Tabela 5).

Andlise histoldgica do tecido hepatico

As analises histologicas dos segmentos hepaticammais dos grupos
experimentais, quando comparadas com 0s contelgkenciaram comprometimento
hepético, caracterizado pela presenca de esteatisséreas de necrose, gradativamente
aumentadas nos animais que ingeriram maiores gades de aguardente; convém ressaltar
que a frequéncia e a intensidade destas lesde#tinasrforam similares as de esteatose
(Figura 3).
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DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo séo indicativgsele
a ingestao de aguardente de cana-de-acucar adui@aditerou, independentemente do
género, o consumo alimentar de ratos; entretagpercutiu de forma diferenciada no peso
corporal dos animais. Estes achados, provenieategmbsi¢éo crénica a bebida de ratos em
envelhecimento, de ambos os géneros, ndo demamsteaefeito anoréxico esperado.
Entretanto, na reducdo do consumo da dieta, seap@@m aos de Woods e Druse (1996),
gue relataram um consumo, significativamente mgrarratos machos com 14 meses,
tratados com etanol durante 6 semanas, e aos darA&ga. (2004), ao ofertarem, como
Unica fonte de liquido, solucdes crescentes dekfans, 10, 20 e 40%, v/v) a ratdéstar
fémeas, por um periodo de 5 semanas.

O maior consumo alimentar dos machos de ambosuipsg€ possivelmente
decorrente do metabolismo mais elevado neste gémagcexige um maior consumo de
alimentos (Mezadri et al., 2004). Convém ressajta;, embora os animais do GAM tivessem
maior consumo alimentar em relacdo aos do GAF,cestgortamento néo resultou em
ganho de peso; podendo ser atribuido ao metabolisamacelerado e consequentemente,
maior gasto energético deste género (Mezadri,e2@04) ou a reducdo do aproveitamento da
dieta. Esta ultima hipotese pode ser, em partdicaxia pela maior quantidade de aguardente
ingerida pelos machos que, embora ndo tenha redlazagetite dos animais, pode ter
interferido no aproveitamento da dieta, pois, caonfoBode e Bode (1997) a toxicidade
relacionada ao etanol resulta em ma-digestdo edoalmor¢do dos nutrientes.

Vale ressaltar que, embora a maior ingestao daldglar parte dos machos tenha
fornecido um aporte caldrico adicional a estes argpas calorias fornecidas pelo etanol
parecem nao ser aproveitadas para o ganho de ggsoat de ratos (Lieber, 1994).
Entretanto, resultados obtidos, com animais matlagrcom restricdo alimentar de 50%,
constataram que as calorias da solucao de et2@8gv/v) foram eficientemente utilizadas
para a manutencéo do peso corporal (Aguiar 2@06). Resultados similares foram
posteriormente apresentados por estes autoreferéarem solucéo alcoodlica de menor
concentracdo (5%) a ratos fémeas, com restricA@atar semelhante. Esses achados
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sugerem que as calorias provenientes do etanofrpatBnuar a ma-nutricao, em ratos, e
ainda que o perfil téxico desta droga dependsstaimsnutricional dos animais.

Ainda em relacdo ao peso corporal dos ratos matgasbos 0s grupos, 0s
resultados deste trabalho foram similares aos tagas por Cahill et al. (2005), para ratos
Fischer (F344) do mesmo género e idade que reecepbpor 3 semanas, dieta de Lieber-de-
Carli, na qual 36% das calorias eram proveniemestahol. Em contraposi¢cao, Mobarhan et
al. (1991), em pesquisa em, ratos com 19 mesegm@thdos com a dieta de Lieber-de-Carli e
semelhante participacdo alcodlica, registraramifgignte perda de peso. Os resultados
sugerem a idade dos animais como importante fatdesencadeamento dos efeitos
nutricionais adversos acarretados pelo etanol.

No que diz respeito a esse parametro, o comportarderGAF também se contrapde
ao apresentado por ratas tratadas, cronicamemtegtamol, cujo ganho de peso foi
significativamente menor (Aguiar et al., 2004; S4ave Kennedy, 1999).

Quanto a ingestao de liquid@ua / aguardente), constata-se que 0s anim&a\bb
ingeriram quantidades superiores (45%), quando acedps aos do GAF, e que, deste total
de liquidos ingeridos, 37,9% foi de aguardente,2®4le aguaA ingestao hidrica se
mostrou superior no GC em relagdo ao GA, em ambggweros, fato justificado
possivelmente pela oferta de agua e aguardenteasi@paente ao GA, tornando-se a
aguardente mais atrativa pelo seu sabor adocidagi@o a concentracdo de acucares nesta
bebida, em detrimento a agua.

O consumo alcodlico significativamente superior pante dos machos, constatado
nesta investigacao, difere dos achados de Orarade(2009) e Lancaster e Spiegel (1992),
nos quais as fémeas ingeriram maiores quantidadetadol. No entanto, ao estabelecer a
ingestao de etanol por quilograma de peso corporallia (g/kg/dia) verifica-se a
inexisténcia de diferenca entre os géneros, teadnachos um consumo médio de
21,16+6,78g/kg/dia, e as fémeas de 20,31+2,60djkgvValor aproximado (24,01g/kg/dia)
foi verificado por Aguiar et al. (2006), ao ofereceratos fémeas, solucéo hidroalcodlica
com percentual semelhante ao do presente estuéio440).

Quanto aos valores significativamente elevadodidengia nos ratos, em ambos o0s
géneros do GA, sao similares aos obtidos por oatntezres (Sforcin et al., 1997; Strbak et
al., 1998). De acordo com a literatura, o consurbnico de etanol altera a homeostase
glicémica e esta associado com o desenvolvimentesigténcia insulinica, conforme Kang
et al. (2007), em pesquisa com ratos expostosaaom@nte ao etanol, em que a droga foi

responsavel pela inducdo da resisténcia a insassmciada a prejuizo na supresséo da
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producédo de glicose hepatica. De acordo com WENRDS5), pode existir uma forte relacao
entre inflamacao crénica e resisténcia a insulingg vez que muitos fatores inflamatorios
afetam diretamente a sinalizacdo deste hormoénistalderma, a injuria hepatica: esteatose e
hepatite, que normalmente estao presentes nadogasinica de alcool, podem contribuir
para a hiperglicemia (Mezey, 1991).

A ingestao de elevadas doses de etanol tamlmémséderada um fator para a
aterogénese (Stipp et al., 2007) e indutora definaddes na homeostase lipidica
(Marmillot et al., 2007). Os niveis séricos de WIGAM (221,78+148,16) desta pesquisa
tiveram um aumento de 170%, em relagdo aos do GZM{ £63,10). Com relacéo aos
valores significativamente menores de VLDL nos aigwao GA, de ambos 0s géneros,
reforcam a toxicidade do etanol ao figado, ja qaeeataldeido, um subproduto do
metabolismo desta droga, pode danificar o sisteroeotubular deste tecido, resultando em
secrec¢do inadequada de gordura sob a forma de dtigado para o sangue, levando
esta lipoproteina a apresentar-se com niveis baixa@angue (Seitz e Stickel, 2006).

No que diz respeito aos baixos niveis séricoslieaha constatados no GAF, sédo
concordantes aos registrados por Aguiar et al.@R@0n ratas que ingeriram solucdes
crescentes de etanol. Baixos niveis de proteirmasngiticas, como a albumina, podem indicar
uma possivel deplecdo protéica visceral e injlgj@alica, uma vez que esta proteina €,
inclusive, utilizada no calculo do escore de gragi@lda insuficiéncia hepatica (Pugh et al.,
1973).

O efeito toxico da aguardente sobre o tecido hepataracterizado pela presenca de
esteatose e de areas de necrose nos ratos de @r@Erseros, estd em consonancia com
Keegan et al. (1995), que constataram alterac@esdjicas de esteatose e inflamacéo e
necrose dos hepatoécitos em ratos que ingerirang@wmhidroalcodlica (40%v/v). Varios sao
os fatores envolvidos na génese da esteatoseiakcadentuada sintese de acidos graxos
livres, diminuicdo da funcionalidade mitocondritrilzuida & injuria provocada pelo etanol,
resultando em decréscimo p@axidacao e eliminacdo de gordura e producao decesp
reativas de oxigénio (EROS), com consecutiva pdepéo lipidica e leséo celular. Outro
fator importante na patogenia desta doenca € acggexrde citocinas a partir de células de
Kupffer hepaticas, induzida pelo influxo de enditeas do intestino para o figado (Seitz e
Stickel, 2006). Diversas citocinas, incluindo itdecinas 1 e 6 (IL1, IL6), fator de

cresciment@1 (TGH31) e fator de necrose tumoral alfa (TNFséao liberados (McClain et
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al., 2005), tendo o TNE-e IL1 efeitos citotoxicos contra hepatdcitos, l@a necrose,
enquanto que a TR ativa a fibrogénese hepética.

Em sintese, a aguardente de cana de acuUcar, pedicécor de etanol, € uma bebida
complexa, e os danos decorrentes de sua ingesiaapariar, na dependéncia do género,
conforme observado no presente estudo. Emboraenéa tnterferido sobre o consumo
alimentar de ambos os géneros, a aguardente exarceteito toxico sobre o figado, com
repercussdes sobre o perfil bioquimico dos animais,pode proporcionar o

desencadeamento de diversas patologias.
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TABELA |

Composicéo da dieta experimental

Constituintes () Quantidade Proteinas (g) Carboidatos (g) Lipidios (g)

Feijad 10.00 2.28 6.1 0.14
Arroz? 8.00 0.6% 7.06 0.0
Frangd 10.00 7.88 1.25 0.43
Oleo de soja 4.00 - - 4.00
Farinha de mandioBa  68.00 0.95 56.00 0.06
Total (g) 100.00 11.72 71.10 4.58
Kcal/100 g 372.50 46.88 28.40 41.22

Mistura baseada na ingestédo alimentar da populdgadordeste brasileiro, composta por: feijdo cariola
(Phaseolus vulgaris ), arroz polido Qriza sativa L), farinha de mandiocaManihot esculenta crantg frango

de granja Gallus galinaced e 6leo de soja? O feijdo, o arroz e o frango foram cozidos em agua
separadamente, durante duas horas, posteriormessechdos em estufa (60°C), por 12h, e pulverizanns
moinho (Floor Grind — Chuo Boeki Kaisha), para oo das respectivas farinh&btido no comércio local
‘Determinacdes realizadas no Laboratorio de Expetimgdo e Andlise de Alimentos - UFPE, segundo a
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005).



TABELA I

155

Consumo alimentar de ratos em envelhecimento indegua e/ou aguardente

de cana-de-acucar, segundo o género e o tempaligcao

Grupo
Tempo de
Género avaliacao GC (9) GA (9) Valor de p*
(semana)
(Média+ DP) (Médiat DP)
. Macho 1® 92.64+ 4.06 94.3% 3.82 p®=0.480
2® 140.04+ 7.46 137.36 9.67 p® < 0.001*
3® 138.78+ 20.68 138.1% 29.64 p® < 0.001*
4© 119.40+ 21.42 123.33 29.93 p@=0.452
5©) 171.92+ 11.15 170.4@ 3.84 p®=0.740
p®=0.073
- Fémea 1® 67.72+ 12.61 69.8& 24.10 p =0.492
2® 118.57+ 14.82 114.1% 25.42
3@ 115.64+ 16.62 113.8% 21.38
4© 110.40+ 35.59 92.0% 20.53
50) 168.67+ 4.80 165.22 7.35

GC: grupo controle; GA: grupo aguardente.

(*): Diferenca significante a 5.0%.

(1): Para a comparacao entre 0s grupos, atraviestioF (Anova).

(2): Para a comparacéo entre os géneros, atravésteéd- (Anova).

(3): Para a comparacéao entre os tempos atravé&stoR (Anova).

(4): Para a hipotese da interacao grupo x género.

(5): Para a hipotese da interagao grupo x temmvdkacao.

(6): Para a hipotese da interagao género x tempwal@cao.

(7): Para a hipdtese da interagdo grupo x gén&gmpo de avaliacéo.

Obs.: Se todas as letras entre parénteses saatatistomprova-se diferenca significante entre ogpds de
avaliacdo correspondentes, através das comparnagfesdas de Bonferroni.

(**): Através da Anova com 3 fatores.
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Tabela Il

Peso corporal de ratos em envelhecimento ingeAgda e/ou aguardente de cana-de-agucar,
segundo o género e o tempo de avaliagéo

Grupo
Tempo de
avaliacao Género GC (9) GA (9)
(semana)
(Média+ DP) (Médiat DP)
.0 Macho 528.43+ 55.54 544.14 36.33
Fémea 289.11+ 28.13 298.9@ 32.35
Valor de p ) < 0.001* pY < 0.001*
-1 Macho 525.19+ 52.32 527.0% 39.68
Fémea 297.10+ 28.76 310.7% 31.57
Valor de p ) < 0.001* pY < 0.001*
.2 Macho 540.62+ 58.62 540.6& 31.65
Fémea 309.70+ 32.35 319.8% 35.41
Valor de p B < 0.001* pY < 0.001*
-3 Macho 538.59+ 45.67 546.6% 49.11
Fémea 320.05+ 35.97 329.6% 38.89
Valor de p i < 0.001* pY < 0.001*
-4 Macho 534.34+ 63.00 535.73 81.72
Fémea 314.62+ 45.55 324.24 40.05
Valor de p # < 0.001* ) < 0.001*
.5 Macho 527.15+ 61.62 525.7& 101.23
Fémea 313.82+ 51.77 322.54 38.51
Valor de p B < 0.001* ) = 0.002*

GC: grupo controle; GA: grupo aguardente.

(*): Diferenca significante a 5.0%.

(1): Através do teste t-Student com varianciasigua

(2): Através do teste Mann-Whitney.
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TABELA IV

Ingestado de liquidos (dgua e/ou aguardente dedmxagticar) por ratos em
envelhecimento, segundo o género e o tempo deagéali

Grupo
Tempo de GA
Género  avaliacao GC (ml) ~ GA Aguardente
(semana) Agua (ml) (ml)
(Médiat DP) (Médiat DP) Valordep

. Macho 1 40.22+ 6.10W 37.99+7.22 pP=0.467 31.12+10.11
2 48.21+ 10.21® 42.66+9.70 pP=0.229 29.51+ 11.39

3 42.82+ 11.60%®  38.20+8.08 p=0.325 23.97+9.65
4 37.61+ 7.26W 34.05+ 8.94 pM=0.340 21.49+12.70

5 41.14+ 9.60“®  36.12+10.35 pP=0.276 26.36+ 8.36

Valordep p®=0.021* p® = 0.068 ) =0.218

. Fémea 1 24.97+ 437" 27.48+8.84"® pM=0.432 18.14+3.74
2 31.20+ 6.30%9  20.76+ 4.16® p®<0.001* 17.64+ 4.20

3 32.27+5.60©  30.81+8.21® pY=0.647 15.12+3.86

4 23.24+ 4.95® 2132+ 6.52®W pM=0.470 15.08+5.69

5 24.42+ 4.14® 2416+ 7.95¥® p@=0.315 16.28+7.82

Valordep p®<0.001* ® = 0.005* )=0.391

P p® < 0.001* pY = 0.009* )=0.003*

Pu p < 0.001* ) < 0.001* B = 0.010*

Pu pY = 0.018* pY = 0.055 ) = 0.020*

P pY < 0.001* pY = 0.002* Fg) =0.151

Py p < 0.001* ) = 0.009* )= 0.003*

GC: grupo controle; GA: grupo aguardente.
(*): Diferenca significante a 5.0%.

(1): Através do teste t-Student com varianciasifgysara comparacao entre 0s grupos, em cada tdepo

avaliacdo e cada género.

(2): Através do teste de Mann-Whitney, para cong@@oa&ntre 0s grupos em cada tempo de avaliacaaae ca

Sexo.

(3): Através do teste F(Anova) para medidas repstigdara comparacéo dos tempos de avaliacédo.
pi: para a comparacgao entre 0s géneros na 1* semana;
pi: para a comparacao entre 0s géneros na 22 semana;
pii: para a comparacao entre os géneros na 32 semana;
pyv: para a comparacgao entre 0s géneros na 42 semana;
pv: para a comparacao entre 0s géneros na 52 semana;
Obs.: Se todas as letras entre parénteses sduadistomprova-se diferenga significante entre opos de
avaliacdo correspondentes, através das comparnagfesdas de Bonferroni.
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TABELAV

indices bioquimicos de ratos em envelhecimentaringe agua e/ou aguardente de cana-de-
acucar, segundo o género

Grupo
Variaveis Género GC (mg/dL) GA (mg/dL) Valor de p
ediat ediat

(Média+ DP) (Médiat DP)
. Glicose Macho 44.80+ 8.24 193.8% 82.78 p < 0.001*
Fémea 55.50+ 8.28 100.0@G: 41.80 p = 0.002*

Valordep p¥ =0.015* p® = 0.001*
. CT® Macho 82.00+ 14.76  221,7& 148.16 p? = 0.022*
Fémea 84.00+ 6.58 97.7G+ 63.10 p® =0.218

Valordep  p®=0.053 p? = 0.041*
. HDL" Macho 20.10+ 3.67 42.3% 25.77 p® = 0.243
Fémea 21.30+ 4.76 20.6( 12.88 p® = 0.393

Valordep  p®=0.079 p? = 0.042*
« VLDL Macho 18.50+ 2.64 9.60k 3.46 p® < 0.001*
Fémea 12.96+ 1.45 10.74 2.51 p® = 0.029*

Valordep p®<0.001* p® =0.419
. LDLY Macho 43.40+ 12.92 81.64 82.93 p® = 0.481
Fémea 49.74+ 5.97 64.34 45.65 p? =0.341

Valordep p®=0.183 p® = 0.905
. TG® Macho 92.50+ 13.18 50.4% 5.81 p® < 0.001*
Fémea 64.80+ 7.25 52,6( 13,44 p® = 0.021*

Valordep  ’<0.001* p¥ = 0.669
- Albumina  Macho 3.49+0.43 3.20£ 0.43 p® =0.211
Fémea 3.83+0.32 2.98 0.74 p® < 0.001*

Valor de p 5 = 0.059 ) =0.356
. CT/HDL"  Macho 4.15+ 0.46 4.91 0.67 p® = 0.013*
Fémea 4.03+ 0.76 4,75 0.77 p® = 0.051

Valor de p )=0.579 )= 0.400

GC: grupo controle; GA: grupo aguarderfi€olesterol"Lipoproteina de alta densidadeipoproteina de

muito baixa densidadéLipoproteina de baixa densidad@riglicerideos./Relacdo colesterol e lipoproteina
de alta densidad¢*): Diferenca significante a 5.0%. (1): Através ste de Mann-Whitney. (2): Através do
teste t-Student com variancias desiguais.(3): Asalo teste t-Student com variancias iguais.



Peso corporal (g)

600
s00+
400+
J00+
200+

100

Tempo de avaliagao

FIGURA 1

AN

= GO - MACHO
B GO - FEMEA,

B=E GA - MACHO
B2 GA - FEMEA

159



Aguardente/Fluidos totais%

60~
50-
40+
30+
20~-

10+

Tempo de avaliagao

FIGURA 2

1 GA - MACHO
B GA - FEMEA,

160



161

Meerose
hepatica
HE - 1000z |

FIGURA 3



162

LEGENDA DAS FIGURA

Figura 1 — Ganho em peso de ratos em envelhecimento inigedigua e/ou aguardente
de cana-de-acucar, segundo o género e o tempaligcde. GC: grupo controle; GA:
grupo aguardente.

(*) Diferenca significante a 5,0%, através do tés®¢udent (g0,05).
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LEGENDA DAS FIGURA

Figura 2 — Preferéncia por aguardente de cana-de-acuceelegdo aos liquidos totais
de ratos em envelhecimento, segundo o0 génerorapmtde avaliacao.
(*) Diferenca significante a 5,0%, através do téss¢udent com variancias iguais e do

teste F(Anova) para medidas repetidas.
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LEGENDA DAS FIGURA

Figura 3 - Cortes histoldgicos hepaticos corados pela HiimAis do GA: grupo
aguardente. Esteatose grave com pseudocistogADOxXos detalhes area de necrose

(B) e Hepatdcitos esteatéticos (C) 1000x.



165

ARTIGO 2 — EFEITOS DA AGUARDENTE DE CANA-DE-
ACUCAR NO STATUS NUTRICIONAL E LIPEMIA DE
RATOS DE AMBOS OS GENEROS, EM FUNCAO DA IDADE
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RESUMO

Os efeitos da ingestdo de aguardente de cana-daragdl status nutricional e na lipemia, em
funcdo da idade, foi estudado em ratdistarde ambos os géneros, com 12/18 meses de idade,
randomizados em quatro grupos de 10 animais: aguaete (GC) (GCF — grupo controle de
fémeas e GCM — grupo controle de machos) e GA poyraguardente (GAF — grupo
aguardente de fémeas e GAM - grupo aguardente deasla Os animais foram alimentados,
de forma exclusiva, com uma mistura de alimenteedda na dieta da populacdo do Nordeste
brasileiro, com livre acesso a agua e/ou aguardehteante o periodo experimental (5
semanas). Foram avaliados o consumo alimentagesti#io de liquidos, o peso corporal e, ao
final do experimento, o peso do figado e os indipédicos (colesterol, lipoproteina de alta e
de baixa densidade, relacdo colesterol/ lipopratei@ alta densidade, lipoproteina de muito

baixa densidade e triglicérides. A ingestédo cadotatal foi maior no GA, em ambas as idades

e génerosO consumo de aguardente foi mais elevado nos maehosambas as idadesa

ingestdo hidrica nos animais com 12 meses, em aoshgéneros e tratament@®m excecao
dos grupos GAF12 e GCF12, os demais apresentanata ge peso e os animais do GAM12
apresentaram maior peso relativo do figado. Osreslséricos de lipoproteina de alta
densidaddéoram maiores nos animais dos GA, exceto no GAEhfetanto, a bebida elevou a
fracdo lipoproteina de muito baixa densidade erigicerides no GAF12 e no GAM18. Os
achados permitem concluir qaeaguardente de cana-de-acgucar, pelo seu alto ¢éeetadol, é
uma bebida complexa, e os danos decorrentes degasido no status nutricional e lipemia de

ratos podem variar, na dependéncia da idade erdo@é

Palavras-chave:Alcoolismo, aguardente, status nutricional, lipepgavelhecimento.
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INTRODUCAO

O uso abusivo do alcool tornou-se um problema figivo, por seu continuo
aumento e pelos efeitos que o consumo desta doageeta na saude e qualidade de vida da
populacao idosa. Existem mais de 3 milhdes deokétas com> 60 anos de idade, nos
Estados Unidos (Gupta, 1993), com estimativa alatende crescimento de 21% dessa
populacao, em 2030 (Rigo et al., 2005).

Pesquisas demonstram maior vulnerabilidade ao asticdol por idosos do que por
jovens (Bucholz; Sheline; Helzer, 1995; Smith, 199a&stillo et al., 2008). Ao envelhecer, o
individuo pode se tornar mais sensivel a intoxicag@oolica com doses que, no passado,
eram bem toleradas (Hulse, 2002), em virtude dadanmgas fisicas e cognitivas que
acompanham o envelhecimento (Gupta, 1993), o qua t consumo de bebidas alcodlicas
concomitante ao avancar da idade um fator de éssaiideOs efeitos do etanol nos idosos
podem ser acentuados pela farmacocinética altedadeuicdo da agua corporal total, e pela
ocorréncia de outros problemas de saude (Egh&8)19

O consumo crénico de alcool em individeo$5 anos de idade esta correlacionado
com taxas significativamente maiores de acidentasculares cerebrais, hipertensao,
dislipidemia, disfuncdo cognitiva, fraqueza, sonoi& diurna, Ulcera péptica, insbnia,
diarreia e incontinéncia urinaria (Kaplan; SaddBQ7; Colsher; Wallace, 1990; Brower et

al., 1994).
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No tocante ao padrdo de consumo alcoolico em idgsms género, é importante
destacar que, embora as mulheres sejam mais dustepdo desenvolvimento do
alcoolismo, os homens tendem a ter um consumo sigaidicativo desta droga (Glass et al.,
1995; Frone; Cooper; Russel, 1994). Entretantogpgaddente do género, o consumo
excessivo do alcool pode afetar o estado nutritidnaluindo reducdo do apetite e da
absorcéo, metabolismo e excrecdo de nutrientesiomeando deficiéncia de nutrientes e
prejuizos nutricionais (Lieber, 1988).

Poucos sdo os estudos objetivando investigar gaelatanol e idade e o impacto
desta interacdo no estado nutricional e seus aesgltsdo bastante controvertidos. Mobarhan
et al. (1991) pesquisaram, em ratos machos F3442cerh9 meses de idade, a interacdo da
idade e etanol no status nutricional. Os animaiskreram, por um periodo de 3 semanas,
dieta liquida Lieber-De-Carli, acrescida de etarad. final do periodo, embora todos os
animais com 2 meses tenham ganho peso, foi obsemwad aumento significativamente
maior nos controles; nos animais com 19 meses, diande peso do grupo controle
permaneceu estavel, enquanto no grupo etanol hammeeleve, mas significante perda de
peso. Este estudo refor¢ca a maior sensibilidaderganismo idoso a injuria alcodlica, em
especial no que se refere ao status nutricionatretamto, Cahill et al. (2005) nao
constataram alteracao ponderal em ratos de meshagém (F344) e género, com idades de
2, 12 e 24 meses, tratados por igual periodo dedei® semanas) em regime alcodlico
semelhante .

Em relagdo a repercussao alcodlica no consumo raiEmeWoods e Druse (1996)
registraram um consumo significativamente menatieia & 50%) em ratos machos com 14
meses de idade, que ingeriram, em média, 13 ad @tpaol/kg/dia, durante 6 semanas. Este
resultado ratifica o de Aguiar et al. (2004), gusseyvaram efeito adverso na ingestao

alimentar de ratos, tratados com solucdes crescdetetanol, por um periodo de 5 semanas.
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No entanto, estudo posterior realizado pelo nosgoogmostrou que soluc¢des hidroalcoodlicas
de aguardente de cana-de-acucar de diferentesntoagiies exerciam efeito positivo sobre o
consumo alimentar de ratos (Orange; Bion; Lima9200

O etanol é uma droga especial por produzir enengiaseu metabolismo (7,1kcal/g),
sendo uma fonte calorica consideravel, em comparagé carboidratos e proteinas (4kcal/g)
e lipidios (9kcal/g). Entretanto, suas calorias sénsideradas “vazias”, classificacdo esta
ainda néo suficientemente esclarecida na literaDsaautores a explicam ora pela auséncia
de nutrientes nas bebidas alcodlicas, ora pelgéd® destas calorias pelo calor resultante
do metabolismo do etanol no organismo (Lands, 1928)Jdos realizados desde o inicio do
século XX tentam responder se essas calorias séimerte perdidas ou utilizadas pelo
organismo para ganho de peso. Entretanto, os adssltsdo bastante conflitantes, o que
evidencia a necessidade de maiores investigactes sdema.

No que concerne ao consumo de bebidas alcodlicagpais, o Brasil € um dos
maiores consumidores do mundo e ocupa o0 1° lugaconsumo de bebidas fermento-
destiladas, destacando-se a aguardente de carmgchr;acom um consumo médgier capita
em torno de 12,0 L/ano (Galduréz; Caetano, 2004). aguardente de cana-de-acUcar
(cachaca), cuja graduacgédo alcodlica esta entre 834%8% em volume a 20°C, é obtida pela
destilacdo do mosto fermentado do caldo de caregdear $accharum officinaruni.).
Apresentacaracteristicas sensoriais peculiares, podendadsgipnada de aclcares até 64/L
expressos em sacarose. Quando esta adicdo é swp6gi =’ e inferior a 30g/L}, a bebida
passa a ser denominada cachaca adogcada (L6pez, 2004

Neste contexto, nossa hipétese é que a aguardentand-de-aclcar altera o status
nutricional e o perfil lipidico de ratos de ambasgéneros, em processo de envelhecimento;
sendo objetivo do presente estudo avaliar os sfeigoingestdo crénica da bebida alcodlica

sobre o status nutricional e a lipemia de ratosndieos 0s géneros, em fun¢éo da idade.
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MATERIAIS E METODOS
Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 80 ratos de ambos o0s géneros,irdeagem Wistar Rattus
norvegicus variedade Albinus), com 12 e 18 meses de idad¥epientes do Biotério do
Departamento de Nutricdo da Universidade Feder&deiteambuco (UFPE). Durante todo o
periodo experimental os animais permaneceram eolagaindividuais, em ambiente com
ciclo claro-escuro de 12 horas, dotado de sistearexdustao, temperatura controladg @2
2°C), segundo recomendacdao ética do Colégio BrasitierExperimentacdo Animal (Cobea).

Os ratos com 12 meses de idade (N=40) foram rarmdoios em quatro grupos de 10,
de acordo com o tratamento: agua-controle (GCYs&TCF12 — grupo controle de fémeas e
GCM12 — grupo controle de machos; e os dois ogrogos GA — grupo aguardente, sendo
GAF12 — grupo aguardente de fémeas e GAM12 - gagpardente de machos. Os animais
com 18 meses (N=40), de ambos os géneros, forabétamandomizados em quatro grupos
de 10, seguindo o procedimento anteriormente de§GICF18, GCM18, GAM18, GAF18).

O protocolo experimental foi submetido e aprovaddapComissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (Ceea) do Centro de Cién8mdogicas, UFPE (processo n°:

23076.002080/2008-15).

Regime alimentar

Todos os grupos foram alimentados, de forma exelusob o sistema de livre
acesso, com uma mistura baseada na ingestdo almaenpopulagcdo do Nordeste brasileiro,
tendo esta dieta sido anteriormente descrita adh em estudos prévios do nosso grupo
(Burgos et al.,, 2002; Orange, Bion, Lima, 2009). cAmposi¢cdo dos alimentos foi

determinada segundo a metodologia do Instituto fadbutz — IAL (2005) (Tabela 1). O
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consumo da dieta foi monitorado semanalmente @esifo alimentar considerada como a

diferenca entre a quota oferecida e a rejeitada.

Oferta de liquidos

Os animais do GA receberam os liquidos, agua erdgnte de cana-de-acgucar
adocada (cachaca adocada) em bebedouros distmgsanto os do GC receberam &gua,
ambos os grupoad libitum, por um periodo de 5 semanas. A ingestédo hidrietiliea que
correspondeu a quantidade (ml) de agua e aguardeygeadas diariamente, pelo animal,
correspondeu a diferenca entre o volume de agudelicodlica oferecida e o rejeitado,
registrados 24 horas ap0s a oferta. Obteve-sesuounetilico pela relacédo g de etanol/ kg de
peso corporal/ dia.

Para o célculo do contetdo calorico provenienteetamol, obteve-se o volume em
mililitro de etanol ingerido pelo animal, de acordom o percentual na bebida (40% —
aguardente de cana-de-acgUcar); posteriormente,lay Y@ corrigido pela constante de
densidade do etanol (0,8), para obtencdo da gaaletidle etanol em gramas; por fim,
multiplicou-se este valor por 7,1 (kcal/grama dmet) (Aguiar; Silva; Boaventura, 2007).

Os alimentos constituintes da mistura alimentasjra como a bebida alcodlica,

foram adquiridos de uma Unica vez, no comeérciolloca

Peso corporal
O peso corporal foi aferido em balanca de precedétrica, capacidade para 2.6/0z,
sendo o ganho de peso total constituido pela difarentre o peso no inicio (12/18 meses) e

no final do tratamento.
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Sacrificio dos animais e analise bioquimica

Ao final do periodo experimental, os animais, ejunede 12 horas, foram pesados e
posteriormente sacrificados sob anestesia (Claodia Ketamina e Cloridrato de Xilasina).
Em sequéncia, foram submetidos a puncao cardiaca,cpleta das amostras de sangue para
determinacao do perfil lipidico, utilizando de kitsmerciais, obedecendo protocolos-padréo
de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes. Quearwjetado foi submetido aos seguintes
meétodos: colesterol total (CT) e triglicerideos [T@VJétodo enzimatico), fracbes
lipoproteicas: de alta densidade (HDL-C) (Polietiglicol), de muito baixa densidade

(VLDL-C) e de baixa densidade (LDL-C).

indice do peso relativo do figado

O peso relativo do figado (PRF) correspondeu aaigote entre o peso do animal e o
peso total do 6rgédo. Este artificio foi utilizadara verificar se o tratamento com a aguardente
acarretou aumento ou diminuicdo da massa hep®igesagem foi feita em balanca de

precisao elétrica, marca Ohaus, capacidade paaz2.6

Andlise estatistica

Foram calculadas a média e o desvio padi@ecnicas de Estatistica Descritiva)
utilizados os testes estatisticos: F (Anova), a@s flatores e dois fatores, este Ultimo no caso
das variaveis observadas apenas no GA (Técnicastaliéstica inferencial).

Para avaliar a influéncia dos fatores foi utilizadm modelo completo e, no caso de
interacdo significativa, foram comparados todos pases de subgrupos formados pela
combinacdo dos niveis (categorias) dos fatoresoAgparacdes foram realizadas pelo teste de

Tukey, quando verificada a homogeneidade das @aisn Tamhane’s T2, quando nao
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verificada a hipotese de homogeneidade de varigneiaSD (Least significance diference),
qguando o teste F ndo mostrou coeréncia com ogsadesldas comparacdes pareadas.

O nivel de significancia na decisdo dos testedistitas foi de 5,0%. O “software”
estatistico para a obtencao dos calculos foi o §Btdstical Package for the Social Sciences)

na versao 15.

RESULTADOS

Em relacéo a ingestao calorica diaria, observeaadalmela 2, que o consumo da dieta foi
significativamente maior (p<0,013) nos machos, pasaanimais com 18 meses de idade
independente do tratamento. Houve interacdo idadgnero (P=0,001) tendo o GCF12
diferido do GCM18; e para idade x tratamento (P&D)0na qual o GCM12 diferiu dos
GAM12 e GCM18.

Para a variavel ETOH- (kcal/dia) constatou-se difea (P<0,001) entre os géneros,

sendo significativamente maior nos machos, em asbatades (Tabela 2).

A ingestado caldrica total foi significativamente iora(P<0,001)no GA em relagcédo ao
GC, em ambas as idades e géneros, bem como nossnaohambas as idades e tratamento, a
excecdo do GCM12, que ingeriu menos calorias toiaéso GCF12. A maioria das interacdes
se mostrou significativa: idade e tratamento (P&D,0tendo o0 GAM12 e o GAM18 diferido
dos seus respectivos controles; género e trataniento0,035), tendo o GCM12 diferido do
GAF12; idade x género x tratamento (P =0,023),us q GCM12 diferiu de todos os grupos,
exceto do GCF12 e GCF18.

Para as demais variaveis (ID-%GC; ETOH - %kcal&idaCI-%GC) se comprovou
diferenca significativa (P<0,001; P<0,005; P<0,04pectivamente, entre as idades, sendo as

médias superiores nos animais com 12 meses (T2bela
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A ingestdo hidrica foi maior nos animais com 12 esesem ambos 0s géneros e
tratamentos; nos machos, em ambas as idades mdrdats, e ainda nos animais do GC em
relacdo aos do GA. Ja o consumo de aguardentedisi @levado nos machos, em ambas as
idades, e a razéo da preferéncia dos animais pblddy em relacdo a agua, foi maior nos ratos
com 18 meses, em ambos os géneros (Tabela 3).

Quanto ao ganho de peso, com excecdo dos gruposlZGAFGCF12, os demais
apresentaram perda de peso, sendo a maior registtaAM18 (11%), seguida do GAF18
(6%), enquanto o GCF12 apresentou maior ganho sie (@5%), seguida do GAF12 (8%).
Diferenca significativa ocorreu entre 0 GAF12 e dmnais grupos, exceto o GCF12 e o
GCF18; esta mesma diferenca foi evidenciada enB€B12 e 0 GAM18 e GCM12, e entre 0
GAM12 e 0 GAF12, e ainda entre 0o GAM18 e o0 GCF12.

As médias de peso dos figados dos machos foranficagjmamente superiores (p<
0,001)aos das fémeas, nas duas idades e tratamentos(E)gtendo a ingestdo de aguardente
no GAM12 resultado em um aumento de 17% no pesfigddo. Na avaliacdo do PRF foi
evidenciado que os machos de ambas as idades amérdb apresentaram pesos
significativamente maiores (p<0,011) do que as &aneom excecdo do GC12; tendo sido
ainda observado que os animais do GAM12 apresemtaignificativamente maior PRF
(p<0,004). Foi constatada interacéo entre os a#sds: idade x género x tratamento, tendo o
GAM12 apresentado PRF significativamente maior Qp813) que os animais do GAF12,
GCF12, GCM12 e GCF18; este ultimo apresentou um $dgfficativamente menor que todos
0S grupos, exceto o GAF12 e o GCM18.

A tabela 4 apresenta as dosagens séricas de $ipidinficando-se que os valores do CT
e a relacdo CT/HDL foram maiores nos animais do €W relacdo aos seus respectivos
controles, em ambas as idades e géneros, e no®snach ambas as idades e tratamento. A

relacdo CT/HDL foi maior para os machos em ambaslades e tratamento, sendo o maior
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valor registrado no GAM12 (4,91 = 0,67). Com reta@s lipoproteinas, para o HDL-C os
valores foram maiores no GAM12 (42,39 + 25,77),dtensido constatadaliferencas
estatisticamente significativa entre o este e osailegrupos em relacdo as interacdes idade x
género (p= 0,046), género x tratamento (p= 0,0litlpde x género x tratamento (p= 0,029).
Em relacdo ao VLDL-C houve diferencas estatisticamesignificativa entre o GAF12 e o
GAF18 em relacdo a interacdo idade x género (p&ld,@endo o GAF12 apresentado maior
valor, e entre 0 GAF12 e os demais grupos, exc&@\ll18, em relacdo a interacdo idade x
género x tratamento (p < 0,001). O nivel séricasnetevado para o TG foi registrado no
FAG12 e o menor no MAG12, tendo havido diferencgtatisticamente significativa entre o
GAF12 e 0 GAM12 em relacao a interacdo idade x gé(e< 0,001), e entre 0 GAF12 e 0s
demais grupos, exceto o GAM18, em relacdo a irderagade x género x tratamento (p<

0,001).

DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a ingestao de agtetkenana-de-agucar ndo alterou
independentemente da idade e do género, o cons@ndieth dos ratos; no entanto,
repercutiu de forma diferenciada no peso corpoval ahimais. Estes achados, provenientes
da exposicdo crénica a bebida de ratos em enveibath, de ambos os géneros, nédo
demonstraram o efeito anoréxico esperado, comonamse por Woods e Druse (1996) em
ratos com 14 meses, tratados com solugdo hidrdelaod 6%, durante 6 semanas.
Semelhantemente, Larue-Achagiotis, Poussard e {yhestre (1990) constataram uma
reducao no consumo alimentar de ratos ingerindg;8ek de etanol a 10%.

Entretanto, relatos recentes da literatura sugepgso alcool suprime a liberagdo de
neurotransmissores e neuropeptidios, como a leptieptideo semelhante ao glucagon

(GLP-1) e serotonina (5HT), neuroquimicos anorexdge ou seja, inibidores do apetite
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(Pimentel; Bressan, 2010). Concomitantemente, hésevidéncias de que o alcool pode
estimular alguns peptideos orexigenos, estimuladiveapetite, como acigeaminobutirico
(Gaba), opioides enddgenos, neuropeptideo Y (NP¥drhans; Caton; Hetherington, 2003)
e grelina (Djurovic et al., 2007; Kim et al., 200&nturek et al, 2004; Nicolas et al., 2001).
Desta forma, a aguardente de cana-de-acucar, peloakko teor de etanol, pode ter
influenciado os diversos sistemas neuroquimico®réépicos que se relacionam com o
controle do apetite, conforme explicitado anteriente, preservando o consumo alimentar
dos animais.

Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa corrotmraos relatos da literatura, ao
registar maior consumo alimentar por ratos tratadosm solucdes hidroalcodlicas de
aguardente de cana-de-agucar de diferentes coac@esr(Orange; Bion; Lima, 2009).

Na determinacdo da ingestdo de liquidos, obsergogue 0os machos, em ambas as
idades, ingerem maior quantidade de aguardentepatdamento semelhante aos humanos,
ou seja, na maioria das vezes 0s homens apreséet@um@ncia e quantidade de consumo de
bebidas alcodlicas superior as mulheres (Wilsnacd.£2000). Em contrapartida, Orange,
Bion e Lima (2009) e Lancaster e Spiegel (1992)stegam maior ingestdo de etanol por
fémeas. Entretanto, ao ser estabelecido a ingdst&btanol por quilograma de peso corporal
por dia (g/kg/dia) ndo foi observada diferencaeiols géneros, em ambas as idades. Valor
aproximado aos registrados no presente estudo doficado por Aguiar et al. (2006)
(24,01g/kg/dia), ao oferecerem, a ratos, solucdmhicodlica a 40%.

A ingestao hidrica mais elevada nos machos, em swabadades, pode ser em parte
justificada pelo maior consumo de aguardente emcdel as fémeas. O alcool modula a
secrecdo do hormoénio antidiurético (ADH), tambémmhexido como vasopressina, via
sistema nervoso periférico ou diretamente no sesteervoso central. A supressao deste

horménio pelo alcool resulta em perda de adgua Eupehabitual: o organismo, para evitar a
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desidratacdoativa o centro da sede, aumentando a ingestacci@xaves et al., 2003).
Assim, supfe-se que os animais do GA tentaramrsaigxcrecao renal de agua, atraves de
uma maior ingestao hidrica. O maior consumo de ggl@s animais do GC em relagdo ao
GA, em ambos os géneros, talvez possa ser jusiificaela oferta de agua e aguardente
separadamente ao GA, tornando-se a aguardenteatnaiva pelo seu sabor adocicado,
devido a concentracéo de acucares, em detrimerdguia

Neste estudo, a maior ingestéao caldrica total tregia nos animais do GA, em ambas
as idades e géneros, revelou que a ingestdo dedagtepropicia maior consumo calorico
total, uma vez que o alcool, presente em 40% nwsiéda, fornece 7,1 kcal/g quando
metabolizado. Depois da gordura, € o nutriente nm@akdrico (Yeomans; Caton;
Hetherington, 2003). Deste modo, o habito de coirsbhebidas a base de alcool significa
ingerir muitas calorias, que se somam aquelas prentes de outros nutrientes da dieta
(Marzzoco; Torres, 2007), favorecendo, um balangergetico positivo, 0 que pode
contribuir para o aumento do peso corporal (PimeBressan, 2010; Hetherington et al,
2001). Entretanto, parece ainda nao haver um ceasea literatura, acerca da contribuicdo
das calorias fornecidas pelo etanol para o ganhmede corporal, tanto em animais quanto
em humanos.
Convém ressaltar que, embora os animais do GA tepaesentado maior ingestao caldrica
total em relagéo aos do GC, este comportamentoaséiitou em ganho de peso, exceto para
0 GAF12. Segundo Hellerstedt et al (1990) a pesdpa$o é esperada quando as calorias do
etanol representam 22% do consumo caldrico totalreBultados dos animais de ambas as
idades e géneros expostos a aguardente (ETOH -I#@lac@0% — 54%), concordam com o
exposto na literatura, havendo prejuizo no pespotal dos ratos (Tabela 2).

Mobarhan et al. (1991) estudaram ratos com 19 mesesntados com a dieta de

Lieber-de-Carli, na qual 36% das calorias eram gm@ntes do etanol. Os animais
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apresentaram significante perda de peso. Noss@l@sltorroboram os resultados desses
autores, em relacdo a perda de peso nos animaBAdd/ale destacar que a ingestdo de
aguardente pode ter interferido no aproveitamemtadigta, pois, segundo Bode e Bode
(1997), a toxicidade relacionada ao etanol resatama-digestdo e/ou ma-absorcdo dos
nutrientes. E mais: embora a ingestao da bebid@lada tenha fornecido um aporte calorico
adicional, aos animais do GA, essas calorias pare@d@® ser aproveitadas para o ganho de
peso corporal (Lieber, 1994). Entretanto, em arsmaalnutridos com restricdo alimentar de
50% as calorias da solucdo de etanol a 20% foradmemiemente utilizadas para a
manutencao do peso corporal (Aguiar et al., 2086).estudo posterior, Aguiar et al. (2009)
obtiveram resultados similares, em ratas fémeamesiilas a solucdo alcoodlica de menor
concentracdo (5%), com restricdo alimentar semtdhdbsses achados sugerem que as
calorias provenientes do etanol podem atenuar autrggdo, em ratos, decorrente do
suprimento energético fornecido pelo metabolismaldool, e ainda que o perfil toxico desta
droga depende dsiatusnutricional dos animais.

Ao avaliar o efeito toxico da aguardente sobre @dte hepatico, fica evidente a
influéncia do etanol sobre a hepatomegalia (FigyraO consumo crénico de alcool esta
associado a um aumento no volume do hepatécitadalev uma maior retencdo de agua
intracelular (Israel; Orrego, 1983), diminuicdosezrecao de proteinas (Baraona et al., 1975)
e deposicao de gordura elevada (Navder; Baraoebet,i 1997). Os animais dos GAM12,
GAM18 e GAF18 apresentaram um aumento do PRF, &ma aos controles, de 21,8%;
6,3% e 37,6%, respectivamente. Essas observag@es fambém relatadas por Cabhill et al.
(2005), em estudo em ratos com 2, 12 e 24 mesadade, tratados com dieta liquida
acrescida de etanol, por um periodo de 3 semanasgestao de etanol resultou em um
aumento de 34% no peso do figado e na relacdo quepdreo/figado nos animais com 2

meses. Entretanto, esses efeitos ndo foram obssrvads animais mais velhos. A
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divergéncia entre os estudos, em relacdo aos amnih@sos, pode estar associada com o
periodo de exposicdo a droga, mais extenso nes@ho, a concentracéo alcodlica utilizada,
ou ainda a quantidade da solucdo/bebida alcollggerida pelos animais. Dados
epidemiolégicos do mesmo modo reforcam os argursemtavor do efeito hepatotoxico do
alcool (Mann et al., 1991; Smart, Mann, 1993).

Além do trato gastrointestinal, em especial o ftgadutro sistema cuja saude e
funcionamento podem ser prejudicados pelo uso dooklé o cardiovascular. O consumo
elevado e frequente desta droga esta associadarento da presséo arterial, desregulacao de
lipides e triglicérides e maior risco de infarto ohiocardio e doencas cerebrovasculares. O
alcool também eleva a frequéncia cardiaca de cdadsues eventuais, aumentando o desgaste
cardiaco em repouso e 0 consumo energético pelocandio (Kaplan; Sadock, 2007). Dessa
forma, a investigacdo bioquimica do efeito da adpmte sobre a lipemia € pertinente e
relevante.

Nossos resultados demonstraram que o efeito dardegua sobre a lipemia varia
segundo o género e a idade dos ratos. Em relac&Tam aguardente exerceu efeito
maléfico, tendo os animais do GA, de ambos os gérerdades, apresentado valores séricos
elevados, quando comparados aos controles. Ressilsinelhantes foram observados por
Raj et al. (2009), em ratos aos quais foi admiaigiretanol na proporcdo de 0,5 gramas por
quilograma de peso corporal (g/kg). Maneesh e dksaimi (2005) também registraram
hipercolesterolemia em ratos wistar tratados cana(1,6 g / kg / dia), durante 4 semanas.

Trabalho recente reforca os achados sobre o dfgigcolesterolémico induzido pelo
uso do alcool. Wang, Yao e Song (2010) observaeamatos Sprague-Dawley, alimentados
por 4 semanas com dieta liquida acrescida de let@teracdo na homeostase do colesterol

caracterizada por aumento dos niveis de colegtepdtico e sérico.
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Embora, nos ultimos anos, tenha sido bastante didana ideia de que o consumo
regular de bebidas alcodlicas confere protecaa&altencas cardiovasculares, este provavel
efeito protetor esta na dependéncia do tipo dedbelpadrdo de consumo (quantidade e
frequéncia) e ainda de fatores ambientais. Possargk, o tipo de bebida e o padrdo de
consumo dos animais, neste estudo, ndo tenhamilbeodtr favoravelmente para a
colesterolemia.

No tocante as lipoproteinas, sua modificacdo € camemo mais descrito como
mediador da protecéo cardiovascular associadarauew de alcool, sendo o metabolismo
dessas lipoproteinas circulantes afetado em diwdeses, pelo etanol. O consumo regular
pode estar associado a um aumento da sintese apeolipinas (Nishiwaki, et al. 1994),
diminuicdo da degradacédo do HDL-C e maior metaboéin hepatica de LDL-C (Savolainen,
Kesaniemi, 1995).

Os animais do GA apresentaram maiores valoresgfiacdo HDL-C, a excecdo do
GAF12, em relacao aos respectivos controles. Ded@naloga, Raj et al. (2009) observaram
aumento da fragdo HDL-C em ratos tratados com kt&wadéncias populacionais também
demonstram maiores niveis de HDL-C em individuos gansomem bebidas alcodlicas
(Manttari et al, 1997; Savolainen, Kesaniemi, 1985itretanto, vale ressaltar que esse efeito
benéfico depende de outros fatores, como caraatasissociodemograficas, culturais, ou
mesmo alimentares, que podem ser parcialmente medpeis pelos efeitos atribuidos ao
alcool (Evans et al., 1995), e ainda pela menomaipr prevaléncia de outros fatores de
risco, como tabagismo, obesidade e sedentarismor(&zethee, Shaper, 1999).

No presente trabalho, a aguardente também propatoento da fracdo VLDL-C,
importante lipoproteina carreadora de triglicéridess ratos do GAM18, tendo ainda esse
grupo apresentado elevados valores de TG. Ra} €2@0)9) em ratos albinos expostos ao

etanol, também observaram maiores valores dectiifies, quando comparados a ratos-



182

controle. Outro estudo, em ratos wistar, tambénembs que a administracédo de etanol (1,6
g/ kg / dia), por 4 semanas, foi responsavel pigertrigliceridemia (Maneesh; Jayalekshmi,
2005).

A semelhanca dos resultados € respaldada pektiitar uma vez que é sabido que o
etanol aumenta a sintese hepética de triglicé(Blasaona; Lieber, 1970; Lieber; Davidson,
1962); e ainda que a hiperlipemia induzida pelodlpode ser atribuida a um aumento da
producdo hepatica de lipoproteinas ou a uma digéilouna remocdo das lipoproteinas do
soro ou a ambos (BARAONA; LIEBER, 1970).

Com relacdo aos menores valores de VLDL-C regiggratbs animais do GAM12,
GAF12 e GAF18podem ser explicados pela toxicidade que o etareste sobre o figado,
ja que o acetaldeido, um subproduto do metaboldesta droga, pode danificar o sistema
microtubular deste tecido, resultando em secregadeguada de gordura sob a forma de
VLDL-C, do figado para o sangue, levando esta liptgina a apresentar-se com niveis
baixos no sangue (SEITZ E STICKEL, 2006). Provaesite a maior ingestdo de aguardente
pelos animais do GAM12 e GAF18, como ja comentaderamrmente, foi responsavel por
esse maior dano hepatico, com consequéncias nbalistao desta lipoproteina.

Fundamentado no exposto, mesmo exercendo efeitéfiberem relacdo a fragédo
HDL-C, um importante preditor do risco cardiovasculque desempenha papel crucial no
transporte reverso do colesterol, o alcool tambéence efeitos adversos sobre outros lipides
(VLDL-C e TG). Dessa forma, ndo deve ser encoraga@estdo de bebidas alcodlicas, entre
essas a aguardente de cana-de-agucar, devido s®wipis riscos individuais e sociais
secundarios aos efeitos deletérios do consumo sixetio alcool.

Em sintese, a aguardente de cana de acUcar, pedtteeeor de etanol, € uma bebida
complexa, e os danos decorrentes de sua ingest8tatus nutricional e lipemia de ratos

podem variar, na dependéncia da idade e do gé&wrtmrme observado no presente estudo.
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Tabela 1 — Composicéo centesimal da dieta experintah

Constituintes (g) Quantidade Proteinas (g) Carboidatos (g) Lipidios (g)

Feijad 10.00 2.28 6.1 0.14
Arroz? 8.00 0.6% 7.06 0.0
Frangd 10.00 7.88 1.25 0.43
Oleo de soja 4.00 - - 4.00
Farinha de mandioBa  68.00 0.95 56.00 0.06
Total (g) 100.00 11.72 71.10 4.58
Kcal/100 g 372.50 46.88 28.40 41.22

Mistura baseada na ingestédo alimentar da populdgadordeste brasileiro, composta por: feijdo cariola
(Phaseolus vulgaris ), arroz polido Qriza sativa L), farinha de mandiocaManihot esculenta crantg frango

de granja Gallus galinaced e 6leo de soja? O feijdo, o arroz e o frango foram cozidos em agua
separadamente, durante duas horas, posteriormessechdos em estufa (60°C), por 12h, e pulverizanns
moinho (Floor Grind — Chuo Boeki Kaisha), para obé® das respectivas farinh&btido no comércio local
‘Determinacdes realizadas no Laboratério de Expetiagdo e Andlise de Alimentos - UFPE, segundo a
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2005).
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Tabela 2 — Ingestdo caldrica diaria (dieta e etanplde ratos de ambos 0s géneros
ingerindo &gua e/ou aguardente de cana-de-agcucamduncédo da idade

Tratamento
Variavel Idade (més) Género  Aguardente + FED(GA) H,0 (GC) Valor de p
Média + DP Média + DP
ID (Kcal/dia) 12 M 70,62 +7,02%) 59,07 + 5,90 p? =0,013*
F 70,54 + 4,7¢° 61,83 + 5,81 p? =0,013*
p® = 0,481
18 M 68,81 + 6,89 80,57 + 6,579 p¥ = 0,001*
F 62,98 + 9,423 66,72 +11,63°  p®<0,001*
P = 0,444
" =0,110
ID (% GC) 12 M 119,56 + 11,88 100 ja <0,001*
F 114,08 + 7,61 100 P#=0,766
¥ = 0,155
18 M 85,41 + 8,55 100
F 94,39 + 14,11 100
ETOH
(Kcal/dia) 12 M 60,37 + 13,41 0 p®=0,579
F 37,33+8,08 0 @ =0,001*
p® = 0,069
18 M 49,95 + 19,03 0
F 42,95 +11,32 0
ETOH
(% Kcal/dia) 12 M 45,70 £ 5,59 0 p® = 0,005*
53,55 + 14,75 0 ® =0,260
o =0,163
18 M 40,97 + 9,64 0
F 40,11 + 5,66 0
TCI (Kcal/dia) 12 M 131,00 + 17,08V 59,07 +5,90? p? = 0,296
F 107,86 + 6,50 61,83 + 5,819 P@ < 0,001*
P® < 0,001*
18 M 118,77 £ 19,2%Y 80,57 +6,57°) p¥ = 0,588
F 105,93 + 18,64 66,72 +11,63°°9 P =0,001*
F% = 0,035*
A" = 0,023+
TCI (% GC) 12 M 221,77 £ 28,82 100 B =0,044*
F 174,45 + 10,52 100 B=0,113
p® =0,472
18 M 147,41 + 23,90 100
F 158,76 + 27,89 100

GC: grupo controle; GA: grupo aguardenigestdo da dieta (ID), Etanol (ETOH), Total catéringerido (TCI),
M= macho e F= fémea.
(*) Diferenca significativa a 5,0%.
D: Para comparagao entre as idades.
p®: Para comparacéo entre os géneros.
p®): Para comparagéo entre os tratamentos.
p®: Para a interacéo idade e género.
p®: Para a interacéo idade e tratamento.
p®: Para a interacdo género e tratamento.
p: Para a interacéo idade, género e tratamento.
Obs.: Se todas as letras minUsculas entre parérd@salistintas comprova-se diferenca significantee os grupos
correspondentes, através das comparacdes pareadakey.
Obs.: Se todas as letras mailsculas entre paedngéo distintas comprova-se diferenca significantre os grupos
correspondentes, através das comparagdes pareadlamtiane’s T2.
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Tabela 3 — Ingestdo de liquidos (Agua e/ou aguardende cana-de-agucar) e preferéncia por
aguardente, de ratos de ambos os géneros, em fungioidade

Tratamento
Variavel Idade (més) Género Aguardente + HO (GA) H,0 (GC) Valor de p
Média + DP Média + DP
'”geﬁﬁ%gﬁ agua 4, M 37,83+7,22 42,02 + 7,66 (h< 0,001*
F 25,37 £ 6,83 27,14 £ 4,42 %< 0,001*
p® = 0,032*
18 M 30,24 + 6,68 31,93 +3,25 “h=0,214
F 19,32 + 3,54 22,69 + 3,89 ®h= 0,846
g9 =0,774
g"=0,527
Ingestéo de 12 M 26,57 + 5,90 - p¥ =0,579
aguardente

(ml/dia) F 16,43 3,55 - ¥ =0,001*
p® = 0,069

18 M 21,98 +8,37 -

F 18,9 +4,98 -
Etanol (g/kg/dia) 12 M 20,19 +7,73 - p® = 0,962
F 20,05 +2,16 - )= 0,474
p® = 0,431

18 M 18,76 + 9,28 -

F 21,67 £5,71 -
% Preferéncia 12 M 0,40 + 0,07 i p® = 0,020*

por aguardente

F 0,40 +0,04 - )= 0,118
p® = 0,089

18 M 0,42 £0,09 -

F 0,48 £0,05 -

(*): Diferenca significativa a 5,0%.

p™: Para comparagéo entre as idades.

p®@: Para comparacéo entre os géneros.

p®: Para comparag&o entre os tratamentos.

p®: Para a interacéo idade e género.

p®: Para a interagéo idade e tratamento.

p®: Para a interagdo género e tratamento.

p': Para a interacéo idade, género e tratamento.

Obs.: Se todas as letras minUsculas entre parénsde distintas comprova-se diferenca significartge 0s grupos

correspondentes, através das comparagdes pareadakey.
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Tabela 4 — Lipemia de ratos de ambos os géneros @mmdo 4gua e/ou aguardente de cana-de-
aclcar, em funcao da idade

Tratamento
Variavel Idade (més) Género Aguardente + kD (GA) H,0 (GC) Valor de p
Média + DP(mg/dL) Média + DP (mg/dL)
cT? 12 M 221,78 + 148,16 82,00 + 14,76 p“ = 0,008*
F 97,70 £ 63,1 84,00 + 6,58” p® < 0,001*
p® = 0,001*
18 M 94,90 + 14,44 71,90 £ 10,8%” p“ = 0,002*
F 81,20 £ 11,14 69,25 + 12,38 p® = 0,028*
% = 0,039*
p” = 0,098
HDL" 12 M 42,39 + 25,7 20,10 £ 6,37 p“ = 0,006*
F 20,60 + 12,88 21,30 £ 4,767 p®=0,014*
p® = 0,003*
18 M 22,45 £ 2,957 17,35 + 2,38% p“ = 0,046*
F 20,40 £ 3,47 17,08 + 2,839 p® = 0,203
p®=0,011*
p” = 0,029*
CT/HDL® 12 M 4,91 +0,67 4,15 + 0,46% pY=0,011*
F 4,75 £ 0,77 4,03 +0,76® p® = 0,002*
P = 0,440
18 M 4,25 +0,85%) 4,09 + 0,28 p“ = 0,043*
F 4,01 + 0,56 4,01 0,17 p® = 0,827
p®=0,719
p” = 0,830
LoL 12 M 81,64 82,93 43,40 £ 19,92 = 0,160
F 64,34 + 45,65 49,74 597 = 0,057
p® = 0,166
18 M 60,55 + 12,93 40,55 + 9,26 “= 0,144
F 53,21 +9,18 40,84 +9,51 ®h= 0,492
% =0,316
p” = 0,607
VLDL © 12 M 9,60 =+ 3,46" 18,50 + 2,64" p¥ = 0,696
F 10,74 £ 2,519 12,96 £ 1,48" p? = 0,054
p®=0,078
18 M 15,06 + 5,979 12,96 + 3,14% p“ < 0,001*
F 10,68 + 2,157 11,95 +1,7¥ p® = 0,227
p® = 0,262
p” = 0,001*
TG’ 12 M 50,49 + 5,81 92,50 + 13,18 p¥ = 0,661
F 52,60 + 13,447 64,80 + 7,289 p<2> 0,053
=0,015*
18 M 77,60 + 28,969 63,70 £ 12,7¢" p(") <0,001*
F 53,50 + 10,84 59,75 + 8,839 p®=0,181
p® = 0,469
p” < 0,001*

GC: grupo controle; GA: grupo aguarderi@olesterol "Lipoproteina de alta densidadBelac&o colesterol e lipoproteina de alta densidade
‘Lipoproteina de baixa densidaflépoproteina de muito baixa densidaleiglicerideos. M= macho e F= fémea.

(*) Diferenca significativa a 5,0%.

p®: Para comparagéo entre as idades.

p®: Para comparagéo entre os géneros.

p®: Para comparagéo entre os tratamentos.

p®: Para a interago idade e género.

p®: Para a interagéo idade e tratamento.

p®: Para a interagéo género e tratamento.

p"”: Para a interagéo idade, género e tratamento.

Obs.: Se todas as letras mindsculas entre parérgésedistintas comprova-se diferenca significantee os grupos correspondentes, através
das comparacdes pareadas de Tukey.

Obs.: Se todas as letras mailsculas entre paréra@salistintas comprova-se diferencga significantee 0os grupos correspondentes, através
das comparages pareadas de Tamhane’s T2.
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LEGENDA FIGURA 1

Figura 1 - Alteracdo ponderal e hepatica em raeoardbos 0s géneros ingerindo agua e/ou
aguardente de cana-de-acucar, em funcao da idadkeséy do animal; B: Peso do figado; C:
Relacéo entre peso corporal e peso do figado. Giyro aguardente de macho; GCM: grupo
controle de macho; GAF:. grupo aguardente de fén®@F: grupo controle de fémea.
Resultados representam media = DP de 10 animagrppo. Diferenca estatistica significante
(p<0,05) (*) entre os tratamentos e (**) entre @&neyos, através da F Anova, seguida de
Tukey.
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