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REZIME
Dokazano je da smanjen kalorijski unos dovodi do povećane regenerativne sposobnosti jetre. Jetra, kao glavno mesto oksidacije etanola, predstavlja organ u kojem hronično konzumiranje alkohola dovodi do najizraženijeg oštećenja tkiva (alkoholna bolest jetre). Glavni mehanizam kojim nastaje ovo oštećenja je povećana produkcija slobodnih radikala i pojava oksidativnog stresa. Cilj ovog istraživanja je ispitati mogući uticaj kalorijske restrikcije na oksidativno oštećenje jetre pacova izazvano ponavljanom primenom etanola. U istraživanju su korišćeni mužjaci pacova uzrasta 10 nedelja, telesne mase 200-220g. Životinje su podeljene u četiri grupe (od čega su treća i četvrta grupa sadržale dve podgrupe). Prva grupa pacova predstavljala je kontrolnu grupu (K); druga grupa je tretirana etanolom (E); treća grupa sadržala je dve podgrupe na kalorijskim restrikcijama od 40-50% i od 60-70% dnevnih energetskih potreba (KR40-50 i KR60-70); četvrta grupa sastojala se od podgrupe tretirane etanolom koje su bile na kalorijskoj restrikciji od 40-50% i od 60-70% u odnosu na dnevne energetske potrebe (E+KR40-50 i E+KR60-70). Kalorijska restrikcija je trajala pet nedelja.U istraživanju spektrofotometrijski je merena aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST), superoksid dismutaze (SOD), mangan superoksid dismutaze (MnSOD) i određivan je sadržaj sulfhidrilnih grupa u plazmi. Merena je koncentracija malondialdehida (MDA) kao indikatora peroksidacije u jetri i koncentracija nitrita i nitrata kao indikatora produkcije azot monoksida. Rezultati našeg istraživanja pokazuju da kalorijska restrikcija većeg stepena prouzrokuje dodatno oštećenje tkiva jetre izazvano petonedeljnim tretmanom etanola. Dok umerena kalorijska restrikcija koja podrazumeva ograničenje unosa hrane na 60-70% dnevnih energetskih potreba deluje protektivno na stepen oksidativnog oštećenja jetre izazvanog etanolom.
Ključne reči: kalorijska restrikcija, oksidativno oštećenje jetre, etanol, malondialdehid (MDA)
SUMMARY

It has been shown that reduced calorie intake leads to increased regenerative capacity of the liver. Liver as major site of ethanol oxidation, is the organ in which chronic alcohol consumption leads to the most visible tissue damage (alcoholic liver disease). The main mechanism by which this damage occurs is the increased production of free radicals and increased oxidative stress. The aim of this study was to examine the possible impact of caloric restriction on oxidative liver damage in rats induced by repeated application of ethanol. The study used male rats aged 10 weeks, weighing 200-220g. Animals were divided into four groups (of which the third and fourth groups consisted of two subgroups). The first group of rats was the control group (K), the second group was treated with ethanol (E), the third group contained two subgroups on caloric restriction of 40-50% and 60-70% of daily energy needs (KR40-50 and KR60-70), the fourth group included a subgroup treated with ethanol, which were on caloric restriction of 40-50%and 60-70% compared to the daily energy requirements (E+KR40-50 and E+KR60-70). Caloric restriction lasted five weeks. In study was spectrophotometrically measured activity of alanineaminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST),superoxide dismutase (SOD), manganese superoxide dismutase(MnSOD) and determined the content of sulfhydryl groups in plasma. In study was also measured the concentration of malondialdehyde (MDA) as an indicator of peroxidation in the liver and the concentration of nitrite and nitrate as indicators of nitric oxide production. Our results indicate that caloric restriction causes a greater degree of further damage to the liver caused by ethanol treatmentpetonedeljnim. While moderate caloric restriction, which means the restriction of food intake to 60-70% of daily energy needs, has a protective effect on the degree of oxidative damage to the liver caused by ethanol.
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UVOD
Kalorijska restrikcija (KR) je najpoznatija metoda koja održava homeostazu kod mladih (1), usporava starenje, dovodi do produženja životnog veka i smanjuje stopu pojavljivanja mnogih bolesti – malignitet, dijabetes, gojaznost, autoimune bolesti, sarkopenija, kardiovaskularne bolesti, kako kod brojnih životinjskih vrsta, tako i u humanoj populaciji (2). KR dovodi do metaboličkih i neuroendokrinih promena (3), promena u metabolizmu proteina (4), modifikuje ekspresiju mnogih gena (5), i smanjuje glikozilaciju ćelijskih i vanćelijskih makromolekula (6). Dok je većina ovih promena dokazana, glavni mehanizam koji leži u osnovi ovih procesa i koji je odgovoran za produženje životnog veka ostaje nedovoljno jasan. 

Vodeća teorija ukazuje da je proces starenja praćen povećanom produkcijom i akumulacijom slobodnih radikala u mitohondrijama (7). Snižena produkcija slobodnih radikala (8) i smanjeno oksidativno oštećenje mitohondrijske DNK (mtDNK), lipida i proteina pojavljuje se kod dugovečnih životinja na KR (9, 7). 

Smanjen nutritivni unos kod odraslih primata može da odloži smanjenje T ćelijskog odgovora i da produži životni vek naivnih CD4 i CD8 ćelija, u zavisnosti od vremena i načina uvođenja KR (10). Hronična KR takođe smanjuje produkciju inflamatornih medijatora i rizik za pojavu infekcije periodontalne regije kod nekih primata (11).

Neki od dokaza koji se mogu primeniti na ljudima, pokazuju da KR dovodi do fizioloških efekata sličnih onima nađenim kod pacova i majmuna (12, 13). 
         Cilj israživanja
Efekat KR na oksidativno oštećenje jetre izazvano etanolom nije dovoljno razjašnjen. S obzirom da je poznato da nutricioni status ima uticaja na oksidativni stres u jetri (14), može se pretpostaviti da KR utiče na odnos prooksidanasa i antioksidanasa u alkoholnom oštećenju jetre. Stoga je cilj ovog istraživanja da se ispita mogući efekat kalorijske restrikcije na oksidativno oštećenje jetre pacova izazvano ponavljanom primenom etanola tokom petonedeljnog perioda.
MATERIJAL I METODE RADA
Životinje

Eksperiment je izveden na mužjacima pacova Wistar soja uzrasta 10 nedelja, telesne mase 200-220g, uzgajanih na Vojnomedicinskoj akademiji, Beograd. Životinje su čuvane pod standardnim laboratorijskim uslovima (temperatura 22 ± 2 oC, relativna vlažnost 50 ± 10%, ciklus svetlost/tama 12/12 h). Studija je sprovedena u skladu sa Evropskom konvencijom o zaštiti životinja (86/609/EC) i odobrena je od strane Etičke komisije za zaštitu dobrobiti oglednih životinja u Beogradu. 

Sve životinje (n=42) su podeljene u sledeće grupe: 1. kontrolna grupa (K); 2. grupa tretirana etanolom (E); 3. grupe na kalorijskoj restrikciji od 40-50% i od 60-70% dnevnih energetskih potreba (KR40-50 i KR60-70); 4. grupe tretirane etanolom koje su bile na kalorijskoj restrikciji od 40-50% i od 60-70% u odnosu na dnevne energetske potrebe (E+KR40-50 i E+KR60-70). Ograničenje unosa hrane je sprovođeno uzimajući u obzir da su potrebe pacova uzrasta 10 nedelja 17 g briketirane hrane dnevno. Dijeta se sastojala od maksimalno 7% celuloze i najmanje 19% proteina. Kalorijska restrikcija je trajala pet nedelja. Tokom eksperimenta praćene su telesne mase životinja i u slučaju gubitka više od 20% početne telesne mase, eksperiment bi bio prekinut. Životinjama je voda bila dostupna ad libitum tokom čitavog trajanja eksperimenta. U grupama E, E+KR40-50 i E+KR60-70 etanol je primenjivan u pet tretmana tokom petonedeljnog perioda. Svaki tretman je podrazumevao primenu pet pojedinačnih doza od po 2 g/kg u dvanaestočasovnim intervalima. Pre administracije etanol je rastvoren u destilovanoj vodi i primenjen u koncentraciji od 30%. Etanol je administriran per os primenom orogastrične sonde. 24 časa nakon poslednje primene etanola sve životinje su žrtvovane primenom etarske anestezije. Uzorak krvi za određivanje parametara oksidativnog stresa  dobijen je punkcijom desne komore srca. Sa istim ciljem uzet je i uzorak jetre na način opisan u daljem delu teksta.
Analiza

Biohemijska potvrda oštećenja hepatocita je vršena određivanjem serumske aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST). Aktivnost ovih enzima određivana je spektrofotometrijski korišćenjem posebnim kitova na fotometru BTS-330 prema uputstvima proizvođača.
Uzorci jetre za biohemijske analize su homogenizovani na ledu, u hladnom puferizovanom 0.25 M saharoznom medijum, kome su dodati 10 M fosfatni pufer (pH 7.0) i 1mM EDTA. Homogenati su centrifugirani na 2000xg 15 minuta na 4 oC. Dobijeni talog je rastvoren u saharoznom medijumu i ponovo centrifugiran. Supernatant je prebačen u epruvetu i centrifugiran na 3200x g 30 minuta na 4 oC. Dobijeni sediment je rastvoren u dejonizovanoj vodi. Nakon jednog sata inkubacije, uzorci su centrifugirani na 3000x g 15 minuta na 4 oC i dobijeni supernatant je zamrznut na -70 oC. Proteini su određivani po Lorijevoj (Lowry) metodi, koristeći kao standard goveđe albumine (17). 

Aktivnost ukupne superoksid dismutaze (SOD) u jetri je merena spektrofotometrijski na 480 nm, po principu inhibicije autooksidacije adrenalina. Nakon aplikacije 10 mM adrenalina, analiza je izvedena u bikarbonatnom puferu (50 mM, pH-10.2) koji sadrzi 0.1 mM EDTA. Za određivanje aktivnosti mangan superoksid dismutaze (MnSOD) uzorci su prethodno tretirani 8 mM rastvorom KCN i zatim analizirani po metodi Suna i Zigmana 1978 (18). Aktivnost citosolne SOD (Cu/Zn SOD) određena je kao razlika aktivnosti ukupne SOD i MnSOD.

Lipidna peroksidacija u jetri procenjivana je na osnovu produkcije malondialdehida (MDA). Koncentracija MDA je određivana u reakciji sa tiobarbiturnom kiselinom prema metodi koju su opisali Girotti i sar. 1991 (19). 

Koncentracija nitrita i nitrata kao indikatora produkcije azot monoksida (NO) određivana je Grisovim reagensom. Nakon redukcije nitrata do nitrita, Grisov reagens sa nitritima formira ljubičasto obojeno jedinjenje čiji se intenzitet meri spektrofotometrijski na 492 nm (20). 

Ukupni sadržaj sulfhidrilnih grupa u plazmi je meren spektrofotometrijski na 412 nm u fosfatnom puferu  ( 0.2 mol + 2 mmol EDTA, pH 9), koristeći 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoevu kiselinu (DTNB, 0.01M) prema Elmanovoj metodi (21).
Statistička obrada

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost ± SD. Kako je Kolmogorov- Smirnovljevim testom utvrđena normalnost raspodele podataka u ispitivanim uzorcima, za testiranje razlika između grupa, korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom. Razlika je smatrana statistički značajnom ukoliko je p<0.05. Za statističke analize korišćen je program SPSS 15.0.

REZULTATI ISTRAŽIVANJA
Naše istraživanje pokazuje da je aktivnost ALT-a i AST-a u plazmi značajno viša u E, E+KR40-50, E+KR60-70 i KR40-50 u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 1). Umerena kalorijska restrikcija sa ograničenjem unosa hrane na 60-70% dnevnih energetskih potreba ne dovodi do značajne promene aktivnosti transaminaza u plazmi u poređenju sa kontrolnom grupom (p>0.05).
Tabela 1. Aktivnost alanin aminotransferaze (ALT) i aspartat aminotransferaze (AST) u serumu eksperimentalnih životinja

	Grupe
	ALT (U/L)
	AST (U/L)

	K
	36.4 ± 3.3
	50.6 ± 4.1

	E
	172.6 ± 14.1*
	211 ±  11.5*

	KR60-70
	38.1 ± 2.9
	48.8 ±  2.9

	KR40-50
	62.7 ± 4.8*
	62.8 ± 5*

	E+KR60-70
	160.3 ± 13.8*
	216.2 ± 10.8*

	E+KR40-50
	202.2 ± 17*
	267.9 ± 12.8*


Za procenu statističke značajnosti razlika korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom (* p<0.01 u odnosu na K  grupu).

K - kontrolna grupa 

E - grupa tretirana etanolom

 KR60-70 - grupa na kalorijskoj restrikciji od 60-70% 

KR40-50 - grupa na kalorijskoj restrikciji od 40-50%

E+KR60-70 - grupa na kalorijskoj restrikciji od 60-70% tretirana etanolom

E+KR40-50 - grupa na kalorijskoj restrikciji od 40-50% tretirana etanolom

Rezultati našeg istraživanja pokazuju značajan porast koncentracije MDA u tkivu jetre (Grafik 1.) u KR40-50 grupi (16.15 ± 0.93 μmol/mg prot.) u poređenju sa kontrolnom grupom (2.86 ± 0.81 μmol/mg prot) (p<0.01). Slično ovome, nivo MDA je značajno viši u E grupi (9.42 ± 1.77 μmol/mg prot.) u odnosu na kontrolu (p<0.01). Ipak, najizraženiji porast MDA zabeležen je u E+KR40-50 grupi (25.63 ± 3.94 μmol/mg prot.) u poređenju sa kontrolnim vrednostima  (p<0.01).  Koncentracija MDA u E+KR40-50 grupi je značajno viša u odnosu na E grupu i KR40-50 grupu (p<0.01). Nasuprot ovome, nivo MDA je značajno snižen u E+KR60-70 grupi (3.58 ± 0.94 μmol/mg prot.) u odnosu na E grupu  (p<0.01), dok u odnosu na KR60-70 nema statistički značajne razlike (p>0.05). Takođe, u  KR60-70 grupi (3.67 ± 0.39 μmol/mg prot.) nije došlo do statistički značajne promene nivoa MDA u jetri u odnosu na kontrolne vrednosti (2.86 ± 0.81 μmol/mg prot.) (p>0.05).       


[image: image1]
Grafikon 1. Koncentracija MDA u tkivu jetre pacova. Za procenu statističke značajnosti razlika korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom.
* p<0.01 u odnosu na K  grupu, # p<0.01 u odnosu na E grupu, + p<0.01 u odnosu na 


MDA – malondialdehid
Naši rezultati pokazuju da koncentracija NOx u tkivu jetre pacova pokazuje značajan porast u svim eksperimentalnim grupama u odnosu na kontrolu (KR60-70: 7.45 ± 1.99 μmol/mg prot.; KR40-50: 33.65 ± 11.05 μmol/mg prot.; E: 14.38 ± 2.78 μmol/mg prot.;  E+KR40-50: 31.38 ± 1.68 μmol/mg prot.;  E+KR60-70: 9.81 ± 1.87 μmol/mg prot.; K: 5.00 ± 1.79 μmol/mg prot.) (p<0.01). Nasuprot ovome, koncentracija NOx  u jetri je značajno smanjena u E+KR60-70 grupi u odnosu na E grupu, dok je nivo ovog parametra značajno viši u  E+KR40-50 grupi u odnosu na E grupu (p<0.01) (Grafikon 2). 
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Grafikon 2. Koncentracija NOx u tkivu jetre pacova. Za procenu statističke značajnosti razlika korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom.

* p<0.01 u odnosu na K  grupu, # p<0.01 u odnosu na E grupu, + p<0.01 u odnosu na KR60-70 grupu, • p<0.01 u odnosu na E+KR60-70  grupu
NOx – nitrati i nitriti
Nivo SH grupa je značajno povišen u plazmi u KR60-70 grupi (0.463 ± 0.108 µmol/l) u poređenju sa kontrolom (0.277 ± 0.022 µmol/l); (p<0.01). Međutim, nivo SH grupa u plazmi je značajno snižen u E+KR60-70 grupi (0.266 ± 0.045 µmol/l) u odnosu na KR60-70 grupu (p<0.01). Slično ovome, koncentracija SH grupa u plazmi je statistički značajno snižena u E+KR40-50 grupi (0.234 ± 0.012 µmol/l) u odnosu na E grupu (0.295 ± 0.006 µmol/l) i kontrolu (p<0.01). Sa druge strane, ograničenje unosa hrane na 40-50% dnevnih energetskih potreba (KR40-50: 0.267 ± 0.036 µmol/l) ne dovodi do značajnih promena u koncentraciji SH grupa u plazmi u odnosu na kontrolne vrednosti (p>0.05) (Grafikon 3). 
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Grafikon 3. Koncentracija SH grupa u plazmi pacova. Za procenu statističke značajnosti razlika korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom.

* p<0.01 u odnosu na K  grupu; # p<0.01 u odnosu na E grupu; + p<0.01 u odnosu na KR60-70 grupu

SH grupe – sulfhidrilne grupe
Aktivnost ukupne SOD u jetri je značajno snižena u svim grupama izloženim dejstvu etanola u odnosu na kontrolu (1861.79 ± 92.26 U/mg prot.) (p<0.01). (KR60-70: 1924.87 ± 91.32 U/mg prot.; KR40-50: 1614.01 ± 99.46 U/mg prot;.  E: 1198.34 ± 97.75 U/mg prot.; E+KR60-70: 1560.15 ± 81.31 U/mg prot.; E+KR40-50: 971.03 ± 92.57 U/mg prot.). Analizom rezultata uočen je značajan pad aktivnosti ovog enzima u plazmi u E+KR40-50 grupi u odnosu na KR60-70 (1924.87 ± 91.32 U/mg prot),  KR40-50 grupu (1614.01 ± 99.46 U/mg prot) i E grupu (1198.34 ± 97.75 U/mg prot) (p<0.01). Nasuprot ovome, aktivnost ukupne SOD u plazmi u E+KR60-70 grupi je značajno povišena u odnosu na E grupu (p<0.01). Za razliku od KR60-70 grupe (1924.87 ± 91.32 U/mg prot.) u kojoj aktivnost ukupne SOD  nije statistički značajno izmenjena u odnosu na kontrolnu grupu (1892.34 ± 96.34 U/mg prot.) (p>0.05), ograničenje unosa hrane na 40-50% dnevnih energetskih potreba dovelo je do značajnog pada aktivnosti ovog enzima u plazmi (1614.01 ± 99.46 U/mg prot.) u odnosu na kontrolne vrednosti (p<0.01) (Grafikon 4). Analizom izoenzima utvrđeno je da aktivnost Cu/Zn SOD u jetri prati promene aktivnosti ukupne SOD u svim grupama. Za razliku od ovog izoenzima, aktivnost MnSOD u jetri je značajno viša u KR60-70 grupi (193.45 ± 11.13 U/mg prot.) u odnosu na kontrolu (p<0.01) (Grafikon 5). 
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Grafikon 4. Aktivnost ukupne SOD i Cu/ZnSODu tkivu jetre pacova. Za procenu statističke značajnosti razlika korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom.

* p<0.01 u odnosu na K  grupu; # p<0.01 u odnosu na E grupu; + p<0.01 u odnosu na KR60-70 grupu

SOD – superoksid dismutaza

Cu/ZnSOD – bakar/zink superoksid dismutaza
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Grafikon 5. Aktivnost MnSOD u tkivu jetre pacova. Za procenu statističke značajnosti razlika korišćena je dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) sa Takijevim (Tukey) post hoc testom.

* p<0.01 u odnosu na K  grupu; # p<0.01 u odnosu na E grupu; + p<0.01 u odnosu na KR60-70 grupu; ● p<0.01 u odnosu na KR40-50

MnSOD – mangan superoksid dismutaza
DISKUSIJA
Rezultati našeg istraživanja pokazuju da etanol i izražena kalorijska restrikcija (ograničenje unosa hrane na 40-50% dnevnih energetskih potreba) uzrokuju hepatocelularno oštećenje koje je praćeno porastom aktivnosti transaminaza (ALT-a i AST-a) u plazmi (Tabela 1). Najizraženiji porast zabeležen je u grupi na kalorijskoj restrikciji od 40-50% izloženoj dejstvu etanola, što bi ukazalo na mogući zajednički efekat kalorijske restrikcije i etanola u oštećenju hepatocita. 
Naši rezultati pokazuju da izražena kalorijska restrikcija od 40-50% dnevnih energetskih potreba izaziva značajan porast koncentracije MDA u tkivu jetre eksperimentalnih životinja.  Nasuprot ovome, ograničenje unosa hrane na 60-70% dnevnih energetskih potreba nije doveo u našoj studiji do značajne promene u koncentraciji MDA u jetri. Slično ovome, ograničen unos hrane na 50% dnevnih energetskih potreba tokom 14 dana ne uzrokuje lipidnu peroksidaciju u jetri (22).  Ovi rezultati su u skladu sa nalazima drugih istraživanja, koja su utvrdila da i osamnaestomesečna restrikcija ovog stepena ne uzrokuje lipidnu peroksidaciju u jetri (25). Ovo ukazuje da stepen lipidne peroksidacije u jetri zavisi od stepena kalorijske restrikcije i perioda u toku kojeg se ona sprovodi.
Naše istraživanje je takođe pokazalo da hronična administracija etanola dovodi do značajnog povećanja produkcije MDA u jetri. Slično našim rezultatima, brojna istraživanja su pokazala da i akutna i hronična intoksikacija etanolom dovodi do porasta produkata lipidne peroksidacije (2, 15-17). Na ulogu lipidne peroksidacije u oštećenju jetre izazvane etanolom ukazuju i brojna istraživanja koja se odnose na protektivni efekat L- karnitina (15), vitamina E i vitamina C pri hroničnoj intoksikaciji etanolom (16). 

Nakon petonedeljne primene etanola, uočeno je da ograničenje unosa hrane na 60-70% dnevnih energetskih potreba utiče protektivno u smislu smanjenja nivoa lipidne peroksidacije u odnosu na grupu tretiranu etanolom na uobičajenom režimu ishrane. Nasuprot ovome, kalorijska restrikcija od 40-50% dnevnih energetskih potreba izazvala je dodatno povećanje produkcije MDA. Ovakav nalaz se može objasniti da kalorijska restrikcija od 40-50% i etanol deluju sinergistički na stepen lipidne peroksidacije u smislu njenog povećanja i dovode do izrazitijeg oksidativnog oštećena jetrinog parenhima. 
Koncentracija NOx u jetri pokazuje najizraženiji porast u grupi izloženoj hroničnom unosu 40-50% dnevnih energetskih potreba. Njena koncentracija u grupi pacova na istom režimu ishrane koja je dodatno tretirana etanolom takođe pokazuje značajan porast u odnosu na ostale eksperimentalne grupe. Ipak, između ove dve grupe nema značajne razlike u nivou ovog parametra u jetri što može da ukaže na to da kalorijska restrikcija i etanol nemaju udruženi efekat u smislu povećanja koncentracije reaktivnih azotnih jedinjenja. Na ulogu azotnih jedinjenja u alkoholnom oštećenju jetre ukazuju brojne studije sprovedene na divljim sojevima i genetski modifikovanim životinjama. Ključna uloga u nastanku nitrozativnog stresa pripisuje se visokim koncentracijama azot monoksida (NO) u jetri. U visokim koncentracijama NO reaguje sa superoksidnim anjonom, dovodeći do nastanka peroksinitrita. Peroksinitriti doprinose funkcionalnom oštećenju brojnih ćelijskih enzima i narušavaju mitohondrijsku funkciju (22). Pored peroksinitrita, NO inhibira katalazu i smanjuje nivo GSH smanjujući antioksidativni kapacitet hepatocita. Sa druge strane, u našoj studiji je pokazano da umerena kalorijska restrikcija, koja podrazumeva unos 60-70% dnevnih energetskih potreba, dovodi do značajnog smanjenja nivoa NOx, markera produkcije NO, u jetri. Slično ovome, nivo reaktivnih azotnih jedinjenja je smanjen u grupi na petonedeljnom tretmanu etanolom koje su bile na istom režimu ishrane. Ovi rezultati ukazuju na mogući protektivni efekat petonedeljne umerene kalorijske restrikcije na povećanje produkcije reaktivnih azotnih jedinjenja u jetri izazvano hroničnim dejstvom etanola. 

Naše istraživanje je pokazalo da u grupi pacova tretiranih etanolom tokom pet nedelja ne dolazi do značajne promene koncentracije SH grupa u plazmi. Lin W-T i sar. su pokazali da hronično izlaganje etanolu dovodi do povećanja ukupnog antioksidantnog statusa u plazmi, ali prevashodno na račun povećanja koncentracije mokraćne kiseline (28). Kako je poznato da dugotrajni tretman etanolom dovodi do hiperurikemije, tako nivo ukupnog antioksidativnog statusa ne bi bio dobar pokazatelj nivoa oksidativnog oštećenja jetre izazvanog etanolom. Međutim, u grupu pacova čiji je unos hrane bio ograničen na 40-50% dnevnih energetskih potreba i koji su izloženi dejstvu etanola došlo je do značajnog pada  nivoa SH grupa u plazmi. Kako u grupi na istoj kalorijskoj restrikciji nije došlo do promene ovog parametra u plazmi, može se reći da etanol i ograničen unos hrane na 40-50% dnevnih energetskih potreba zajedno dovode do jačeg oksidativnog oštećenja koje rezultuje u iscrpljivanju antioksidantne zaštite. Sa druge strane, umerena kalorijska restrikcija od 60-70% dovela je do značajnog povećanja koncentracije SH grupa u plazmi. Međutim, ovaj stepen kalorijske restrikcije nije izazvao povećanje nivo SH grupa u plazmi kod pacova tretiranih etanolom. Ovakav nalaz se može objasniti prevagom prooksidativnog dejstva etanola u odnosu na antioksidativnu zaštitu umerene kalorijske restrikcije. 
Naše istraživanje pokazuje da hronično ograničenje unosa hrane na 40-50% dnevnih energetskih potreba izaziva značajan pad aktivnosti ukupne SOD i njenih izoenzima u jetri. Sa druge strane, umerena kalorijska restrikcija nije dovela do promene u aktivnosti ukupne SOD, dok je aktivnost njene mitohondrijalne frakcije (MnSOD) značajno povećana. Ovaj porast može se objasniti adaptivnim odgovorom hepatocita na povećanu produkciju slobodnih kiseoničnih radikala. S obzirom da mitohondrije predstavljaju glavno mesto stvaranja slobodnih kiseoničnih radikala, nije iznenađujuće da adaptivni porast aktivnosti pokazuje upravo mitohondrijski izoenzim SOD. Veći stepeni kalorijske restrikcije dovode do značajnog pada aktivnosti MnSOD, ukazujući na povećanu potrošnju ovog izoenzima u neutralizaciji reaktivnih kiseoničnih vrsta. Ovo ukazuje da, za razliku od umerene hronične kalorijske restrikcije koja povećava nivo antioksidantne zaštite, izražena hronična kalorijska restrikcija uzrokuje smanjenje antioksidativnog kapaciteta jetre. Nepovoljan uticaj akutnog gladovanja na aktivnost SOD u jetri je uočen i u studijama na miševima, koje su utvrdile značajan pad aktivnosti ovog enzima već nakon 36-časovne obustave unosa hrane (27). 

Dobro je poznato da jetra predstavlja glavno mesto u metabolizmu etanola. Tako je hronično izlaganje etanolu u našem istraživanju dovelo do značajnog pada u aktivnosti kako ukupne SOD, tako i njenih frakcija. Smanjena aktivnost SOD nakon tretmana etanolom se može objasniti povećanom potrošnjom ovog enzima u neutralizaciji reaktivnih kiseoničnih radikala (20). Ovi rezultati se podudaraju sa drugim istraživanjima koja su pokazala značajan pad aktivnosti ukupne i Cu/Zn SOD u jetri pod dejstvom etanola (3, 15, 16). Nasuprot ovome, rezultati drugih studija pokazuju da hronična intoksikacija etanolom nije izazvala promene aktivnosti ukupne SOD (20). Istaživanja Samuhasaneeto S. i sar. su pokazala da se u ranom stadijumu oštećenja jetre izazvano etanolom uočavaju minimalne histopatološke promene tkiva jetre bez promene aktivnosti SOD. Ovakvi kontradiktorni rezultati mogu se objasniti primenom drugačijeg eksperimentalnog modela, dijete i različite dužine tretmana. 
 U našem istraživanju pokazano je da nakon petonedeljnog izlaganja etanolom dolazi do pada u aktivnosti MnSOD. Brojne studije koje su ispitivale dejstvo hronične intoksikacije etanolom dale su kontradiktorne rezultate (23, 24). Slično našim rezultatima, u studiji Koch et al. 2004 je uočen značajan pad aktivnosti MnSOD hroničnoj alkoholnoj intoksikaciji. Nasuprot ovome, istraživanje Kanbagli et al. 2002,  je pokazalo da hronično izlaganje etanolom izaziva porast aktivnosti MnSOD.  Ovi kontardiktorni rezultati se mogu objasniti različitom koncentracijom etanola koja je primenjivana u ovim istraživanjima. Pokazano je da veće koncentracije etanola dovode do pada aktivnosti MnSOD ukazujući na povećanu potrošnju ovog izoenzima u neutralizaciji reaktivnih kiseoničnih vrsta (). Ipak, najizraženiji pad aktivnosti ukupne SOD i njenih izoenzima, zabeležen je u grupi na kalorijskoj restrikciji od 40-50% dnevnih enrgetskih potreba izloženoj dejstvu etanola. Ovaj nalaz se može objasniti time da izražena kalorijska restrikcija i etanol kao dva stresogena faktora zajedno dovode do izraženije potrošnje enzima antioksidantne zaštite i većoj podložnosti jetrinog tkiva oksidativnom oštećenju.  
ZAKLJUČAK
        Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da kalorijska restrikcija većeg stepena dovodi do dodatnog oštećenja tkiva jetre izazvanog petonedeljnim tretmanom etanolom, kako zbog najizraženijeg povećanja nivoa lipidne peroksidacije i nitrozativnog stresa, tako i zbog smanjenja antioksidativnog kapaciteta hepatocita u ovoj grupi. Smanjenje antioksidativne zaštite se ispoljava smanjenjem nivoa SH grupa u plazmi i padom aktivnosti oba izoenzima SOD. Sa druge strane, umerena kalorijska restrikcija koja podrazumeva ograničenje unosa hrane na 60-70% dnevnih energetskih potreba deluje protektivno na stepen oksidativnog oštećenja jetre izazvanog etanolom. Zaštitna uloga umerenog stepena kalorijske restrikcije se ogleda značajnim smanjenjem stepena lipidne peroksidacije i produkcije reaktivnih azotnih jedinjenja i povećanjem antioksidativnog kapaciteta hepatocita na račun povećanja aktivnosti MnSOD, kao i porasta nivoa SH grupa u plazmi.
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