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RESUMO Racional: Os beneficios para a saude associados ao consumo moderado de
vinho, como etanol e compostos fendlicos, incluem mecanismos diferentes ainda pouco
compreensiveis. Objetivo: Avaliar as variacdes da glicemia, peso e deposito de triglicrideos,
colesterol e glicogénio hepético com o uso de vinho tinto. Métodos: Sessenta camundongos
ApoE knockout foram divididos em trés grupos de 20: Grupo do Vinho (WG), grupo do Etanol
(EG) Grupo Agua (WAG). Cada grupo recebeu diariamente: WG 50 ml de vinho e 50 ml de
agua; EG 6 ml de etanol e WAG 94 ml de agua. Resultados: O WG teve aumento de peso mais
elevado em comparagdo com os outros grupos. A concentragao de triglicerideos foi maior no
WG (57%) e no grupo EG inferior (31,6%) do que no controle (p <0,01). A concentracdo de
colesterol foi inferior no WG (23,6%) e no EG (24,5%, p<0,05). A concentracdo de glicogénio foi
maior no WG (16%); a glicemia capilar foi maior no EG em comparagdo com os outros grupos,
mas ndo demonstrou diferenca estatisticamente significativa. Conclusédo: Triglicerideos ficaram
aumentados no WG e o colesterol diminuiu no WAG. Os triglicerideos podem ter aumentado
devido ao alto valor calérico do vinho ou alguma propriedade desconhecida que levou ao
aumento significativo da gordura subcutanea e retroperitoneal nos camundongos.

ABSTRACT Background: The health benefits associated with moderate wine consumption, as
with ethanol and phenolic compounds, include different mechanisms still little understandable.
Aim: Evaluate glycemic and weight variations, and the deposit of triglycerides, cholesterol and
liver glycogen with red wine consumption. Methods: 60 ApoE knockout mice were divided
into three groups of 20: Wine Group (WG), Ethanol Group (EG) and Water Group (WAG). They
received daily: WG 50 ml of wine and 50 ml water; EG 6 ml ethanol and WAG 94 ml of water.
All groups were followed for four months. The food intake was monitored daily, in the period
from eight to ten hours and held every five days. The measurement of water intake was also
made every five days. The weighing of the animals took place every ten days. Results: The WG
had higher weight increase as compared to the other groups. The concentration of hepatic
triglyceride was higher in WG (57%) and the EG group was lower (31.6%, p<0.01) than the
control. The concentration of cholesterol was lower in the WG (23.6%), as well as EG (24.5%,
p<0.05). The concentration of glycogen was higher in WG (16%) and fasting blood glucose was
higher in EG compared to the other groups but not both demonstrated a statistically significant
difference. Conclusion: The WG increased triglyceride and WAG decreased cholesterol. The
triglyceride may be increased due to the high caloric value of wine or some unknown property
that led to significant increase in subcutaneous and retroperitoneal fat in mice.
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INTRODUCAO

medicinais datam de 7.000 anos a.C. Registro em papiros do Egito e tdbuas dos

Sumérios (cerca de 2200 anos a.C) traziam receitas de cura baseadas em vinho
0 que as consagra como a mais antiga prescricdo médica documentada®. Hipdcrates (cerca
de 400 anos a.C) usava e recomendava o vinho como desinfetante, medicamento associado
a outras drogas e como parte de dieta saudavel®. Galeno (século Il d.C) empregava o vinho
na cura das feridas dos gladiadores, como desinfetante.

O uso do vinho foi popularizado ao longo da histéria, para os mais diversos fins.
Entretanto, a partir do final do século XIX, a visdo do vinho como medicacdo comecou a
sofrer alteragdes. O alcoolismo passou a ser considerado doenca e os males e beneficios
do consumo comecaram a ser estudados. Referéncias sobre o beneficio com o consumo
regular surgiram em 1992 com a publicagdo do “Paradoxo Francés”. O termo que significa
aparente incompatibilidade entre o consumo exagerado de lipidios na dieta com a baixa
incidéncia de doencas cardiovasculares, podendo ser atribuida ao consumo regular de vinho
tinto por apresentar na sua composicdo compostos fendlicos, em especial flavonoides, os
quais inibem as reagdes de oxidacdo de LDL e consequentemente acdo inibidora das placas
ateromatosas”®.

Varios estudos avaliaram o beneficio das bebidas alcodlicas, com énfase no vinho,

Os primeiros relatos de consumo de vinho tanto como bebida como para fins
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consumo de bebidas alcodlicas diferentes (cerveja e destilados)
e risco de morte por doencas cardiovasculares em populacdo de
13.000 pessoas na Dinamarca em um ano. Foi demonstrado que
o consumo diario de vinho reduziu significativamente o risco de
morte pelas enfermidades cardiovasculares, enquanto as demais
bebidas alcodlicas acarretaram pouca ou nenhuma alteragéo.
Entretanto, também ha relatos que a partir de certo patamar de
consumo diario, o vinho exerce efeito contrario, com elevagéo
do risco de morte por cirrose ou outras doencas. Ficou claro que
o vinho reduziu os riscos de doencas vasculares por conterem
outros compostos na bebida além do etanol®.

Os beneficios do consumo vinho estéo relacionados ao etanol
e aos compostos fendlicos presentes, em especial o resveratrol. A
fungdo do resveratrol na uva é proteger contra fungos, bactérias,
virus e radiacdo solar, e é encontrado na casca, semente e polpa
da uva. Os possiveis efeitos benéficos a salde sdo varios, mas
néo muito bem entendidos1,3,5,6,8,9,11,12,14,15,1617,29,30.

Como o vinho é largamente utilizado nas dietas e possui
aporte caldrico elevado, sua contribuicdo no ganho ponderal
e controle glicémico pode ser consideravel. Dessa forma com
o consumo habitual ha o favorecimento de um maior estoque
de lipidios e aumento do peso corporal e consequentemente
aparecimento da obesidade. O acimulo de gorduras acontece
preferencialmente no abdome. O etanol também é considerado
um estimulador do apetite com atuagdo em varios sistemas
neuroquimicos através da inibi¢do da leptina e serotonina ou
incrementando o efeito do &cido gama-aminobutirico, opidides
e neuropeptidio Y924,

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito cronico de vinho
tinto sobre a glicemia, lipidos e homeostase do peso corporal
em camundongos knockout ApoE geneticamente modificados.

METODOS

Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 60 camundongos ApoE Knockout, machos,
adultos de peso médio de 30 g. Os animais permaneceram a
temperatura de 22+3° C com periodos claro/escuro de 12 h. O
experimento foi conduzido de acordo com os principios éticos
na experimentacdo animal como recomenda o Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pelo Comité
de Etica e Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Agrarias
do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do
Maranhéo (UEMA), sob o protocolo 002/2011.

Os animais foram distribuidos em trés grupos: Grupo Vinho
(GV), Grupo Etanol (GE) e Grupo Agua (GA) de 20 camundongos
ApoE Knockout cada, mantidos em 15 gaiolas com quatro animais,
recebendo racdo padrdo e identificados em cada gaiola com
marcacdes na cabeca (C), cauda superior (CS), cauda inferior (Cl)
e sem marca (SM), durante quatro meses.

No GV, os animais receberam dieta comercial (Nuvital®,
Brasil) com livre acesso ao reservatério de dgua acrescido de
vinho, 50 ml de vinho+50 ml de &gua. O vinho tinto foi da uva
pinot noir (5,13 mg de resveratrol/l, 13% vol). No GE, os animais
foram submetidos a mesma dieta com livre acesso ao recipiente
hidrico contendo 6 ml de etanol +94 ml de 4&gua. O GA recebeu a
mesma dieta dos grupos anteriores com livre acesso ao reservatorio
contendo somente agua (100 ml).

Aingestdo alimentar foi controlada diariamente, no horéario
entre oito e dez horas e realizada a cada cinco dias. A medicdo da
ingestao hidrica foi feita também a cada cinco dias. A pesagem
dos animais ocorreu a cada dez dias.

Morte do animais

Todos os grupos foram acompanhados por quatro meses.
Na véspera do dia da morte todos foram colocados em jejum, e
apos periodo de 12 h, aferiu-se a glicemia de jejum com auxilio de
glicosimetro ACCU-CHEK active® e em seguidainduzidos a morte
com dose letal de anestésicos. Foi feita combinagdo de cetamina
(Ketalar®) na dose de 15 mg/kg com xilasina (Rompum®) na
dose de 3 mg/kg por via intramuscular.
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Apds a morte de cada animal foi feita abertura da cavidade
abdominal e o figado e as gorduras viscerais (retroperitoneal e
epididimal) e subcutanea (inguinal) foram coletadas e pesadas.
Os depositos de tecido adiposo foram coletados de ambos os
lados do corpo e estabeleceu-se como gordura retroperitoneal o
deposito existente em volta de cada rim e ao longo dos musculos
lombares, e a gordura epididimal como o tecido adiposo ao redor
dos ureteres, bexiga e epididimo.

Parte dotecido adiposo epipidimal foi armazenado em solucao
de formalina de Millonig (1,27 mol/1 formaldeido em 0.1 M de
tampao fosfato, pH 7.2) para fixacdo e posterior processamento
histoldgico.

Morfometria do tecido adiposo

Apds a etapa de fixacdo, minima de 48 h, o material seguiu
para o processamento histolégico composto por desidratacdo
em concentracGes crescentes de alcool, diafanizacdo em xilol e
inclusdo em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, Co, St. Louis, MO, EUA).
Posteriormente, obteve-se cortes aleatorios e ndo sequenciais de
5 pm para a confeccdo de laminas histolégicas, que foram, em
seguida, submetidas a coloracdo de hematoxilina-eosina.

Foram realizadas 10 fotomicrografias por animal (formato
TIFF, cor 36-bit, 1360x1024 pixels) com camera Olympus DP71
e com Olympus BX40 microscopio de fluorescéncia (Olympus,
Tokyo, Japdo). As andlises da area seccional dos adipécitos foram
realizadas através do programa Image-Pro Plus versdo 5.0 (Media
Cybemetics, Silver Spring, MD, EUA).

Andlises bioquimicas

O glicogénio hepatico foi avaliado através da glicose
produzida pela hidrélise do glicogénio hepatico utilizando o kit
comercial e técnica especifica para ele.

Otriglicerideo hepatico, foi analisado poramostras de figado
(50 mg) homogeneizadas e centrifugadas. O teor de triglicéridos
foi quantificado por kit comercial colorimétrico de acordo com
as especificages do fabricante.

O colesterol hepatico foi medido a partir do mesmo
homogeneneizado do processamento de triglicéridos com
analise colorimétrica.

Analise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se o
programa Stata 10.0 for Windows. Os resultados foram expressos
em médiatdesvio-padrdo. Para comparacdo entre as médias foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) e o teste T para amostras
nao pareadas comvariancias iguais. O nivel de significancia utilizado
para se rejeitar a hipotese da nulidade foi de 0,05.

RESULTADOS

Avaliacdo da massa corporal

Comparando os grupos, amassa corporal dos camundongos
do grupo vinho teve média de peso maior em aproximadamente
6,35% que os outros grupos, mostrando diferenca estatisticamente
significante, p<0,001% (Tabela 1 e Figura 1).

TABELA 1 - Diferencas de massa corporal entre os grupos

Peso médio (g) Desvio-padrdo (g) Minimo (g) Maximo (g)

GV 44,56 6,22 25 59
GE 42,43 5,62 27 56
GA 41,40 6,69 24 59

GV= grupo vinho; GE=grupo etanol; GA=grupo 4gua

Andlise bioquimica

Na avaliagdo de triglicerideos hepaticos a média foi maior
no GV comparada ao GA (18%) e GE (57%), que foi de 31,6%
mais baixa do que o controle (p<0,01, Figura 2).

O colesterol hepatico teve média menor no GV e GE
(23,6% no vinho e 24,5% no etanol), sendo estatisticamente
significativa com p<0,05 (Figura 2).
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FIGURA 1 - Avaliacdo de massa corporal em semanas

Na avaliacdo de glicogénio hepatico a média foi maior no
GV (16%), ndo sendo estatisticamente significativa (Figura 2).

Aglicemia de jejum no dia da morte do animal a média foi
maior no GE em relacdo aos outros grupos, mas sem diferenca
estatistica significante (p=0,42, Figura 2)
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FIGURA 2 - Avaliacao da gordura do epididimo, retroperitoneal,
subcutanea e adipdcitos

Avaliacdo da gordura

O peso médio em grama da gordura epididimal foi maior
no grupo vinho (36,5%) e menor no GE (33%), (p<0,05)

O peso médio em grama da gordura retroperitoneal
foi duas vezes maior no grupo vinho que nos outros grupos,
(p=0,026, Figura 3). O peso médio em grama da gordura
subcutanea foi 2,3 vezes maior no grupo vinho que os outros
grupos, com essa diferenca sendo estatisticamente significante
(p=0,011, Figura 3).

N&o existe diferenca histoldgica entre as gorduras analisadas
(ambas representam gordura visceral). Ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos, ou seja, ndo existe
hipertrofia dos adipdcitos (Figuras 3 e 4)
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FIGURA 3 - Avaliacdo do epididimo, retroperitoneal, gordura
subcutanea e adipdcitos area seccional

FIGURA 4 - Diferencgas histoldgicas entre os grupos: A=GV;
B=GE e C=GA

DISCUSSAO

O trabalho simulou, em animais, uma situacdo de habito
rotineiro humano de tendéncia mundial que é o consumo de
vinho na dieta comum. Efeitos sobre massa corporal, gordura
visceral, glicemia e esteatose hepética foram avaliados pela
medida do triglicerideo, colesterol e glicogénio hepaticos em
camundongos ApoE Knockout. Este camundongo é o mais
indicado por apresentar deficiéncia no gene que codifica a ApoE
e ser predisposto a hipercolesterolemia induzindo aterosclerose.
Esse e um modelo ja validado e largamente empregados em
experimentag503'16'18'20'21'22'25'26.

A escolha do vinho a base da uva Pinot Noir foi por
possuir maiores concentragdes de resveratrol dentre todos os
vinhos (5,13 mg/l), o que difere do trabalho de Jonas Lefévre,
sobre consumo moderado de vinho tinto com a uva Cabernet
Sauvignon (4-6 mg/I)™.

Adeterminagdo do tempo da experimentacado por quatro
meses deve-se ao fato de que esses animais tém média de vida
de 12 meses e chegaram ao local do experimento ja com trés
meses de vida, portanto, considerados adultos jovens. Baseado
no tempo de experimentacdo pode-se afirmar que os animais
se submeteram a um consumo crénico da bebida.

O ganho de massa corpérea foi maior no GV, o que
atribui-se ao valor calérico da bebida. A participacao caldrica
também é atribuida ao etanol embora o aumento do consumo
alcodlico possa diminuir o ganho de peso™.

O colesterol hepatico teve acimulo menor tanto no
GE quanto no GV, sugerindo que é o alcool que reduz a
deposicdo de colesterol no figado destes animais Knockout
ApoE, que teriam tendéncia a acumular colesterol no figado.
Por outro lado os triglicerideos tiveram maior acimulo no GV,
enquanto diminuiram no GE. Desta forma, pelo menos para
estes animais, a ingestdo de etanol foi benéfica, enquanto a
de vinho paradoxalmente nao foi tdo boa, pois permitiu o
aumento dos triglicerideos hepaticos. Tanto a glicemia, quanto
o glicogénio hepatico ndo apresentaram diferenca significativa
entre os grupos. A propriedade antioxidante do vinho tem sido
amplamente reportada, embora muitos estudos revelem que
polifendis podem apresentar indesejado efeito pré-oxidante*.

Ovinho tinto aumenta a gordura visceral e subcutanea de
forma consideravel, sem afetar a area do adipécito, e independe
de seu teoralcodlico. Também aumenta o triglicerideo hepético
no que independe também da presenca de alcool. O alcool
tanto diretamente ou como componente do vinho diminuiu
o acumulo de colesterol hepético, sem afetar a glicemia e o
glicogénio hepéticos. Difere de outro trabalho que diz que
uma taga de vinho diariamente inibe o acimulo de gordura
no figado. Esse efeito surge da interacdo entre o alcool e os
ingredientes antioxidantes da uva. E possivel que as doses
ajudem a diminuir a resisténcia a insulina, o que contribui para
evitar o depésito gorduroso no figado*.

Estudos sobre a obesidade relatam reducdo de peso
corporal e adiposidade com o consumo de resveratrol. Neste
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estudo o uso do vinho, que contém resveratrol proporcionou
maior ganho de peso aos animais sem haver hipertrofia dos
adipdcitos, que também vai de encontro a pesquisa em ratos
em que o resveratrol ndo afetou o ganho de peso'?’.

A glicemia em jejum no dia da morte do animais foi
maior no GE. Efeito do resveratrol mostrou possivel acdo
hipoglicemiante, bem como, reducédo nas concentracbes de
lipideos e elevacdo nas substancias antioxidante, induzindo a
concluir que existe acao hipoglicemiante com uso do vinho
pela presenca de etanol em sua composicao™.

O uso do resveratrol por tempo prolongado reduz a
glicose do sangue em condicSes de hiperglicemia; o composto
nado afeta os niveis de glicose em animais com o nivel glicémico
normal. Neste estudo a glicemia foi analisada somente em
jejum no dia da morte dos animais e ndo mostrou diferenca
significativa.

Recentemente foi demonstrado que o extrato da casca de
uva diminuiu a glicemia em modelo experimental de diabete,
0 que leva a crer que o uso do vinho também tem o mesmo
efeito, visto que os componentes fendlicos estdo presentes na
casca da uva, matéria prima basica na producdo do vinho?"?,

Os animais do GV durante todo o experimento se
mostraram mais enérgicos, observagao também compartilhada
por outro autor', embora o uso tenha sido com resveratrol,
componente polifendlico da uva, sem a presenca do alcool.
Neste estudo o autor concluiu que os animais tratados com
resveratrol apresentaram menor dano hepatico, menor risco
de desenvolverem diabete e melhor coordenacdo motora. Com
isso os animais que recebiam a dieta gordurosa e resveratrol
apresentaram longevidade e qualidade de vida semelhante
aqueles que seguiram dieta normal e balanceada?®®.

Neste estudo o vinho tinto ndo aumentou o glicogénio
hepatico, diferindo de outro trabalho que revelou que os taninos
encontrados em sementes de Vitisvinifera e consequentemente
no vinho reduzem o nivel de glicose no sangue, induzindo a
regeneracao de células pancreaticas (epicatequina) inibindo a
absorc¢do da glicose no intestino (catequina) e aumentando a
sintese de glicogénio hepatico (galato epicatequina)®.

O ganho ponderal foi maior no GV que vem de encontro
a estudo que revela que uso de extrato da casca de uva ndo
apresentou influencia no ganho ou perda ponderal. Ressalte-se
que nesse estudo nao foi analisado o efeito do alcool que esta
presente no vinho. Nesse mesmo estudo foi caracterizado que
nos animais estudados houve equilibrio glicémico dentro da
normalidade sem altera¢des na glicemia de animais hipertensos.
O ganho de peso teve alteracdo maior no GV em relacdo ao
GE. Em estudo parecido o etanol induziu eleva¢do na energia
total ingerida, bem como, no consumo liquido e palatabilidade,
sem alterar o peso final e o ganho de peso dos animais
experimentais com igual resultado comparando ao grupo
etanol com resveratrol®.

A eficacia de consumo de vinho tinto diariamente na
prevencdo e tratamento de doencas ainda é controversa,
apesar de nUmeros estudos sobre o resveratrol comprovando
sua eficacia na prevencédo e tratamento de varias doencas.
Essa controvérsia se deve principalmente a presenca do alcool
na composicdo do vinho que é sabidamente causador de
dependéncia® 1421,

Apesar do aparente resultado controverso, o vinho
piorando o metabolismo lipidico dos animais APOE Knockout,
a limitacdo deste estudo pode ser exatamente o uso destes
animais, que nao reproduzem fielmente o que pode ocorrer
em seres humanos hipercolesterolémicos.

CONCLUSAO

O uso regular e cronico de vinho tinto em animais que
nao metabolizam o colesterol aumentou o triglicerideo hepatico
e o acumulo de gordura visceral quanto subcutanea nestes
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animais. O uso moderado do etanol tanto isoladamente quanto
associado ao vinho demonstrou diminuicao do colesterol, sem
afetar a massa de tecido adiposo.
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