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RESUMO

O efeito da exposigio do figado 2 interacgdo do etanol e seus congéneres e acetaldeido
coexistentes em bebidas alco6licas tem sido pouco estudado. Analisa-se 0 comportamento ponderal
e estrutural do figado de ratos Wistar sob tratamento prolongado com a co-administragdo de etanol,
metanol, lcoois superiores e acetaldeido em solugdes hidro-alco6licas sintéticas que reproduzem
as suas proporgdes reais em bebidas alco6licas comercializadas. Todos os animais de experiéncia
e de controlo tém um aporte cal6rico semelhante e cada um dos animais sob tratamento alco6lico
recebeu um volume idéntico didrio de etanol. Da comparagio dos dados obtidos nos quatro grupos
de seis animais cada - controlo, destiladas (S.H./A.D.), fermentadas (S.H./A .F.) eetanol (§.H/AE.)
- evidencia-se para os trés grupos sob tratamento alcodlico menor valor na relagio peso do figado/
/peso corporal que no grupo controlo e as alteragdes histolégicas encontradas no figado dos animais
daqueles trés grupos apresentam diferengas qualitativas e quantitativas sendo mais gravosas para
o grupo S.H./A.D.. Estes resultados demonstram o reforgo da hepato toxicidade do etanol por outros
constituintes volateis, comportando-se estes como promotores de lesdo hepdtica. As bebidas
alcoélicas ndo sdo equivalentes na indugiio da doenga hepdtica alcodlica.

SUMMARY
Interaction of the contents of alcoholic beverages in the promotion of liver damage

The adverse effects of the exposure of the liver to the interaction of ethanol with its congeners
and acetaldehyde, coexisting in the contents of alcoholic beverages, have been little studied. Twenty
four male Wistar rats were divided into four groups. Two groups (SH/DA; SH/FA) were submitted
to daily treatment with synthetic hydroalcoholic solutions containing ethanol, methanol, higher
alcohols and acetaldehyde in the same proportions as those found in most common distilled and fer-
mented alcoholic beverages; the third group (SH/EA) was treated with a hydroalcoholic solution of
ethanol; the fourth group served as control and received an equivalent volume of an isocaloric
solution of dextrose. All the animals were killed at the end of the 9th week of the experiment. The
ratio between the liver weight and body weight was found to be lower in the treated animals than
in the control group. The histology of the liver was altered in the three groups which were submitted
to treatment with the hydroalcoholic solutions, with quantitative and qualitative differences
between the groups. These results suggest that the hepatoxicity of ethanol in alcoholic beverages
is enhanced by interaction with its congeners and acetaldehyde; they also suggest that alcoholic
beverages are not equivalent in their potential to cause liver damage.

INTRODUCAO

Em algumas 4reas criticas de incerteza na patogenia da
doenga da doenga hepitica alcoélica € necessério circuns-

* Linha de 1&D subsidiada em parte pela Fund. Calouste
Gulbenkian e Lab. DeLagrange. Acordo de cooperagao cientifica
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crever determinados problemas ao recurso experimental
em modelos animais afim de promover investigagio que
possa elucidar vérias questdes, concretamente do dominio
da Toxicologia'?. As bebidas alcodlicas frequentemente
consumidas entre nds contém diferentes 4lcoois vitivinicolas
além do etanol, dlcoois presumivelmente promotores da
vulnerabilidade hepética a esses € outros compostos, 0 que
requer a consideragfo das suas eventuais interacgdes ainda
pouco estudadas™”.
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As exposigdes concorrenciais persistentes,concretamente
ao etanol e seus congéneres miltiplos - embora estes em
concentrages reais relativas muito inferiores as do etanol
- poderdo condicionar efeitos téxico-metabdlicos que in-
fluenciem o desenvolvimento da doenga estrutural nos
orgios alvo!s!1,

Conhecendo a proveniéncia dos alcoois similares ao
etanol, as suas concentragfes e variedades nas bebidas
alcodlicas consumidas habitualmente, interessa estudar no
modelo experimental, o seu provdvel contributo patogéni-
co para o desenvolvimento da lesdo hepética alcoélica.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se ratos Wistar machos adultos de uma colénia
estabilizada proveniente do biotério do Instituto Gulben-
kian de Ciéncia (Oeiras) com um peso inicial varidvel de
196 a 230 gramas. Ap6s uma semana de adaptagio (lumi-
nosidade, temperatura, humidade, alimentagdo e dgua) no
Biotério do Laborat6rio de Nutrigdo do Instituto Nacional
de Saide(INSA),foram distribuidos ao acaso em quatro
grupos de seis animais cada e individualizados em compar-
timentos unitdrios estandardizados, a fim de receberem
tratamento didrio por via intraperitoneal (I.P.),com dife-
rentes solugbes hidro-alcoélicas expressamente prepara-
das e controladas semanalmente. Os animais tinham livre
acesso a alimentagdo sélida com igual composigdo para
todos os quatro grupos (SAPEC-Roedores/Setiibal; valor
energético alimentar - digestivel - de 29Kcal/ 100g de
alimento com a seguinte composigdo: proteinas totais
22,0g/100g de peso seco; gorduras totais 4,6g/100g de
peso seco; amido 30,0g/100g de peso seco; agicar 7,5g/
/100g de peso seco; oligoelementos e vitaminas) e idéntico
modo de acesso A dgua contida em biberons graduados. Um
destes grupos funcionou como grupo de controlo,tendo os
outros tr€s funcionado como grupos de ensaio. Cada ani-
mal do grupo controlo recebeu um volume de solugio
dextrosada isocaldrica relativamente ao volume de etanol
injectado em cada animal dos restantes 3 grupos.

O tempo de tratamento prolongou-se por nove semanas.A
capitagdo alimentar sélida e de dgua, assim como o peso
corporal foram controlados semanalmente.

As solugdes hidro-alcodlicas sintéticas preparadas re-
produzem uma composigdo real (concentragdo proporcio-
nal de etanol e dlcoois congéneres e acetaldeido)das bebi-
das alcodlicas destiladas (D) e fermentadas (F) consumi-
das habitualmente pela nossa populagio.

As solugBes foram constituidas a partir de matéria prima
de elevado grau de pureza, sendo o seu controlo feito
através de cromatografia gasosa segundo metodologia
seguida no Laboratério de Controlo da Qualidade do
LV.V.

No Quadro 1 discrimina-se o referencial das concentra-
¢Oes reais (médias de um lote alargado) de vérios consti-
tuintes voldteis de bebidas alcodlicas fermentadas e desti-
ladas comercializadas.

O volume da solugéo hidro-alcodlica preparada,injectado
diariamente por via I.P.em cada animal dos 3 grupos sob
tratamento (Grupos D, F e E),contém 250mg de etanol/
/100g de peso corporal ¢ os restantes produtos nas propor-
¢Oes expressas no Quadro 2. Escolheu-se esta via (I.P.)porque
se o nivel de alcoolémia prolongado é correlaciondvel com
as alteragdes estruturais no figado, no modelo experimen-
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QUADRO 1 - Composicao referencial para a constituicfio das
solugdes hidro-alcodlicas*.

Fermentada Destilada
Etanol vinico 10% volume 50% volume
Acetaldeido 40,24 g/h.aa 321,92 g/h.aa
Metanol 193,08 g/h.aa 1.544,64 g/h.aa
Alc. superiores 225,74 g/h.aa 290,24 g/h.aa

*Valores legislados: Regulamento(CEE)1576/89 do Conselho
de 29 de Maio de 1989 da Portaria 697/86 de 21 de Novembro DR.
1*. Série n°.269 de 86-11-21

QUADRO 2 - Composigdo qualitativa das solucées hidro-
-alcodlicas e quantidades co-administradas em cada animal
(I1.P./dia) do respectivo grupo (D; F; E).

S.H.A.D. S.HA'F. S.H.A.E.
Etanol 250 250 250
Acetaldeido 1,7 1,0 -
Metanol 7,7 4,3 -
* Alc. Superiores 1,4 5,4 -

mg/100g de peso corporal; D = destilada; F = fermentada; E =
etanol

*butanol 2; n-propanol; isobutanol; 4lcool alilico; n-butanol e
isopentanois

tal esta via € efectiva conforme estudos dindmicos da
concentragio do etanol no sangue e no figado!2.

Ao fim de 9 semanas de experiéncia os animais foram
sacrificados por decapitagiio e procedeu-se de imediato
colheita de orgdos (figado, coragdo, pancreas e misculo
esquelético) fazendo-se a respectiva pesagem (balanga
Sartorius U.3600 Electrénica). Neste trabalho analisare-
mos apenas o comportamento ponderal do figado e as
alteragdes estruturais em microscopia éptica.

Em cada animal foram colhidos quatro fragmentos do
figado; fixaram-se em soluto de formalina a 10% durante
24 horas; fez-se a inclusdo em parafina; cortes de 5 mm
foram corados pela hematoxilina-eosina, métodos de PAS
ap6s acgdo da didstase, Perls e Gordon-Sweet para a
reticulina. Fizeram-se ainda cortes de congelagio de frag-
mentos fixados que se coraram pelo oil red para pdr em
evidéncia os lipidos. No estudo histolégico foram aprecia-
dos os seguintes pardmetros: vacuoliza¢do dos nicleos dos
hepatéceitos, mitoses € aumento do nimero de células
binucleadas; no que respeita ao citoplasma dos hepatécitos
registou-se a vacuolizagdo, esteatose, degenerescéncia
eosindfila e necrose focal ou confluente; foram ainda
apreciadas as infiltragdes inflamatérias e a hiperplasia e
hipertrofia das células de Kupffer. Estes parimetros foram
apreciados em termos de presente ou ausente; a esteatose,
degenerescéncia eosindfila, necrose e infiltragdo infla-
matéria foram ainda avaliados semi-quantitativamente.

RESULTADOS

Conhecendo-se as variagdes ponderais (corporal e de
6rgio),quer no animal de experiéncia quer no homem,
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atribuidas aos efeitos t6xico-metabélicos induzidos pelo
etanol, interessa apreciar o comportamento de duas delas
nos diferentes grupos - Quadro 3.

QUADRO 3 - Capitagiio alimentar, peso do figado e relagio
peso do figado / peso corporal.

Peso
Peso Capitag¢do Figado/100g

Animais Figado Alimentar Peso

Grupos* n (g) @) Corporal
Controlo 6 17624 1939+329 4,14
S.HAD** 6 170+24 1909+344 4,03
S.H.A.F.** 6 155+1,8 1967322 3,55
S.HAE** 6 148+29 210,8+41,9 3,88

*média semanal

** S H.A.~solugdo hidro-alcoélica (D - destilada; F - fermentada;
E - etanol)

As diferentes composi¢des quantitativas e qualitativas
das solugdes hidro-alcodlicas in troduzidas ndo parecem
influenciar a capitag@o ad libitum da alimentagdo sélida
nos varios grupos sob tratamento €, sendo o seu valor
semelhante ao do grupo controlo,admite-se que todos os
grupos terdo uma aquisi¢io calérica similar com um ganho
ponderal corporal final em média de cerca de 150 gramas.

Oestudo darelagio peso dofigado/peso corporal mostra
diferentes tendéncias na comparagio intergrupos, contri-
buindo o figado com maior percentagem para o peso
corporal final nos animais do grupo controlo do que nos
grupos sob tratamento alcodlico sendo tal facto mais
evidente no grupo F.

Numa andlise comparativa,o aspecto macroscépico dos
figados dos animais dos vdrios grupos sob tratamento
alcoolico (D,F,E) ndo permitia diferenciar os orgéos por
qualquer particularidade consistente.

As alteragGes observadas no exame microscépio do
figado estdo resumidas no Quadro 4. Todos os animais dos
trés grupos submetidos a tratamento alcoélico tinham
necrose focal e regenerag@o dos hepatocitos, esteatose e
inflamagao (Fig. 1, 2, 3, 4), enquanto que nos animais do
grupo de controlo o tecido hepdtico ndo tinha lesGes. As
alteragGes foram sempre de grau ligeiro ou moderado. No
grupo D a necrose e inflamagdo do tecido hepdtico atingi-
ram graus mais severos do que nos grupos F ¢ E, existindo
em dois animais algumas 4reas de necrose hepitica con-
fluente na zona 3; a esteatose era mais intensa nos grupos
F e E do que no grupo D; os vaciiolos de natureza lipidica
tinham pequeno tamanho e dispunham-se por vezes no
bordo sinusoidal dos hepatdcitos.

DISCUSSAO

No dominio da toxicologia experimental da doenga
alcodlica, os roedores t€m sido os animais de laboratério
mais frequentemente utilizados nas (ltimas décadas'>.

Nesta drea da patologia humana,o largo recurso ao
estudo experimental demonstra a procura para o seu enten-
dimento em vdrias vertentes da fisiopatologia organome-
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QUADRO 4 - Alteracies histolégicas do figado dos animais
submetidos a tratamento prolongado com etanol e dlcoois
congéneres e acetaldeido.

Lesdo Hepitica Controlo S.H.A.D. S.H.A.E. S.HAF.

Vacuolizagdo nuclear
Células binucleadas
Mitoses

Vacuoliz. citoplasma
Degeneresc. eosinéfila
Esteatose

Necrose focal

Necrose confluente
Inflamagdo

Activagdo cels Kupffer
Depésitos hemossid.

COOCOOOOOOH O
olti+t+f++4++
+++o+fti++4+4+
otf+o+ii++++

Escala 0 a ++++: + (> 25%)7++ (> 25%); +++ (> 50%)
* 2/6 casos

Fig. 1. Necrose focal dos hepatocitos (+); activagdo das células
de Kupffer (++) SH/AF. H.E.x160.

Fig. 2. Esteatose microvacuolar (+); vacuolizagio nuclear (+);
hepatocitos binucleados (+). H.E.x160
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Fig. 4. Degenerescéncia eosin6fila dos hepatocitos com corpos
de Councilman (++). Esteatose microvacuolar (+) SH/AD. H.E.
x160

tabdlica, assim como para fundamentar potenciais acg¢des
de cardcter preventivo.Contudo, apesar da possibilidade
de reproduzir lesdes estruturais observadas no homem,a
tentadora extensdo linear dos resultados obtidos no modelo
animal tem de ser prudentemente ponderada,pelas di-
ferengas especificas do comportamento dinimico do meta-
bolismo do 4lcool no tipo de animal'4!,

Demonstramos previamente em trabalho experimental
de caricter reducionista a hepatotoxicidade aguda do
etanol,dlcoois congéneres e acetaldeido,constituintes ha-
bituais das bebidas alcodlicas consumidas pela populagdo
portuguesa'’,

No presente estudo aprecia-se ainfluéncia,sob tratamen-
to prolongado,da co-administragdo de etanol, metanol e
dlcoois superiores e acetaldeido no figado de ratos Wistar.

A hipertrofia do 6érgdo e a esteatose siio as alteragdes
estruturais iniciais mais comuns induzidas pelo etanol.Os
resultados mostram que para um nivel cal6rico semelhante
e idéntica quantidade de etanol (pressupostos niveis sobre-
poniveis de alcoolémia) e sujei¢do a igual tempo de expe-
riéncia, os animais sob tratamento alcodlico embora com
baixo teor relativo de gorduraingerida (conhecida circuns-
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tancia minimizadora na promogio da esteatose alcoélica)!®!®
vém a desenvolver esteatose hepdtica evidente,apesar de o
figado ser proporcionalmente (relagdo peso figado/peso
corporal) menor que o figado do grupo controlo e,neste
ndo haver depésito de gordura.

Em experiéncia paralela simultinea (ndo publicada),
submetemos um lote de 6 animais provenientes da mesma
col6nia a tratamento com uma bebida alcoélica fermenta-
da comercializada administrada por via oral ad libitum
com uma capta¢do média didria de cerca de 2 gramas de
etanol; ao fim de 6 semanas, o valor percentual da relagdo
ponderal (figado/peso corporal) é de 4.6+0.4 e de 4.0£0.3
para o respectivo grupo controlo. E curiosa a diferenga
entre os resultados das duas metodologias experimentais,
sugerindo que neste contexto além da alcoolémia o tracto
digestivo tem influéncia determinante no que se passa no
figado.

Tem-se readmitido a interac¢do,entre outras,do estado
nutricional-consumo de efanol no desenvolvimento da
lesdo hepdtica alcodlica primdria?®. No entanto,nas condi-
¢Oes experimentais por nés utilizadas,os resultados permi-
tem admitir a responsabilidade independente do etanol
(4lcool comum aos trés grupos)no desenvolvimento da
esteatose hepdtica e a ndo influéncia dos outros constituin-
tes voldteis introduzidos, verificando-se mesmo que no
grupo D este depésito de gordura é menos marcado que nos
outros dois grupos. E curioso verificar que neste grupo a .
necrose e inflamagdo sdo mais intensas.

Virios autores nas tltimas décadas vém admitindo a
existéncia doutros factores além da utilizagdo do etanol no
desenvolvimento da doenga alcoélica do figado,orgio
alvo preferencial pela sua posi¢iio topogrifica no eixo
vascular esplancnico e pela sua actividade metabélica na
sujeicdo prolongada directa e indirecta, a muitas e variadas
noxas, a qual poderd fundamentar a razdo de alguns para-
doxos epidemiolégicos que escapam i relagdo linear deter-
minista consumo de dlcool/doenga de 6rgio.

A co-administragdo experimental de etanol e outros
constituintes existentes nas bebidas alcodlicas suporta a
razdo das diferentes alteragdes qualitativas e quantitativas
estruturais do figado nos vdrios grupos,que se tornam mais
evidentes e gravosas no grupo de animais D.

Sabe-se que a via de metabolizagdo oxidativa MEOS
sofre inducdo enzimdtica especifica (citocromo P 450
2E1) € € comum ao etanol e a outros seus congéneres,
podendo ser mais prejudicial que adaptativa, conduzindo
potencialmente a activagdo metabdlica de vérios compos-
tos que se tornardo hepatotéxicos®?,

Embora este estudo, obviamente,nio represente as ca-
racteristicas essenciais do alcoolismo crénico, o modelo
utilizado e as lesdes hepdticas encontradas pode ser uma
base (til para avaliar o efeito de potenciais cofactores
quimicos, além do etanol, que facilitem ou concorram para
a promog¢do de lesdo hepitica alcodlica.Com efeito,os
resultados sugerem um refor¢o da toxicidade do etanol
pelos constituintes voldteis existentes em determinadas
proporg¢des em bebidas alcoélicas, frequentemente consu-
midas. Nesta base,é permissivel uma interpretagio ndo
conservadora que admita a ndo equivaléncia entre diferen-
tes tipos de bebidas alcodlicas, pois a influéncia do
metanol,dos 4lcoois superiores e acetaldeido nelas coexis-
tentes concorrem para o desenvolvimento de lesdes estru-
turais no figado sujcito a exposi¢do alcodlica.Estes resul-
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tados fundamentam a continuidade da investigagdo na
importante drea da alcoologia. Actualmente aguardamos a
finalizagdo do desenvolvimento experimental sob dife-
rente metodologia, j4 em fase avangada, a fim de confron-
tar os resultados aqui apresentados com os a alcangar na
experi€éncia a decorrer.
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