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RESUMO

O presente ensaio pretende apreciar a influéncia da toxicidade alcoolica combinada no com-
portamento morfolégico do pancreas sob efeito do etanol e, do etanol e congéneres. Em 3 grupos
de ratos Wistar, grupo controlo e 2 grupos sob experiéncia um sujeito a injec¢do intra-peritoneal
(L.P.) diéria de solugdo hidroalcodlica de etanol (SHAE) e o outro sujeito a injecgdo (I.P.) de solu-
¢do hidroalcodlica de etanol, acetaldeido, metanol ¢ alcoois superiores (SHAF); ambos os grupos
receberam igual volume de etanol por inoculagdo individual (250mg/100g peso). A experiéncia
prolongou-se por 9 semanas. O ajuste calorico e o desenvolvimento dos animais nos 3 grupos foi
semelhante. No estudo das lesdes histologicas avaliou-se as suas frequéncias e caracteristicas em
7 parimetros: esteatose, necrose do parenquima, dilatagdo ductal, rolhdes intraluminais, inflama-
¢dio parenquimatosa, fibrose e necrose gorda e inflamagéo peripancreatiads. As lesdes encontradas
nos 2 grupos sob experiéncia diferem significativamente das dos péncreas do grupo controlo,
excepto para a esteatose. Entre os grupos sob experiéncia (SHAF-SHAE), todas as lesdes sdo mais
frequentes ou mais intensas no grupo SHAF; a diferenga das pontuagdes atingidas adquire signifi-
cancia na necrose, na dilatagio ductal e na pontuagio total das lesdes. Os resultados sugerem que
no pancreas, a toxicidade do etanol é favorecida ou reforgada pela acgdo sinérgica dos varios
agentes quimicos volateis coexistentes nas bebidas alcodlicas.

Influence of Combined Toxicity on the Development of Alcoholic Lesions

The aim of this study was to evaluate the adverse effects on the exocrine pancreas of ethanol and
ethanol with congeners which coexist in alcoholic beverages most commonly consumed by the
Portuguese population. Eighteen male wistar rats were divided into three groups and submitted to a
daily intraperitoneal injection of a hydroalcoholic solution of ethanol (SHAE) and a hydroalcoholic
solution of ethanol, acetaldehyde, methanol and higher alcohols (SHAF); the third group served as a
control and received an equivalent volume of an isocaloric solution of dextrose. All the animals were
sacrified at the end of the 9th week of the experiment. The following histological lesions were
considered: acinar cell necrosis and steatosis, ductal dilatation, intraluminal plugs, parenchymal
inflammation, fibrosis, peripancreatic fat necrosis and inflammation. Their severity was graded by
means of a scoring system. The histopathologic changes which characterize pancreatitis (acinar cell
necrosis, parenchymal inflammation, fibrosis and peripancreatic fat necrosis and inflammation) were
found in the majority of animals of both study groups, but in none of the control group. The lesions
tend to be more frequent and severe in the group treated with ethanol and its congeners (SHAF) than in
the SHAE group; these differences are statistically significant when necrosis, ductal dilatation and
overall severity of lesions are considered. The results of this study suggest that in the pancreas the
toxicity of ethanol is enhanced by interaction with other components of alcoholic beverages.
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INTRODUCAO

Ao longo do tempo a area da etiopatogenia na doenga
orginica alcoodlica tem retido, obstinadamente, dificulda-
des na sua compreensdo. De facto, constata-se com fre-
quéncia, por exemplo, que a exposi¢do (quantidade/tempo)
ao etanol por si s6 nem sempre se pode correlacionar
com a presenga e com a gravidade das lesGes estruturais
dos orgdos alvo.

Assim admite-se, numa perspectiva exploratéria de
caricter ndo reducionista que, no estudo do comporta-
mento da associagdo alcool/pancreas, a actuagio de fac-
tores coexistentes adicionais ao etanol deva ser equacio-
nada na conjugagdo de condigdes e circunstincias de
investigar, influenciadoras eventuais na indugdo/promo-
¢do da doenga pancreatica'S.

Nesta area, embora nfo exista 0 modelo experimental
que reproduza a doenga do homem, mantém-se a necessi-
dade do contributo da investigagdo pré-clinica com o
recurso a modelos animais para promover o desenvolvi-
mento do conhecimento sobre a complexa patogenia das
lesdes induzidas no 6rgio’, concretamente na area da
toxicidade combinada.

No presente ensaio pretende-se apreciar a comparagdo
do comportamento do tecido pancreatico de animais sob
tratamento persistente com etanol e, com etanol e outros
constituintes volateis coexistentes em bebidas alcodlicas
habitualmente consumidas pela nossa populagio.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se ratos Wistar, machos adultos, de uma col6-
nia estabilizada proveniente do biotério do Instituto Gul-
benkian de Ciéncia (Oeiras), com peso inicial variavel de
196 a 230 gramas. Apés uma semana de adaptagdo (lumi-
nosidade, temperatura, humidade, alimentag&o) no biotério
do Instituto Nacional de Satde (INSA), foram distribuidos
ao acaso por 3 grupos de seis animais cada, individualiza-
dos em compartimentos unitarios estandardizados.

Dois dos 3 grupos receberam tratamento didrio, por via
intraperitoneal (I.P.), de diferentes solug¢Ses hidro-alcodli-
cas expressamente preparadas e controladas semanalmen-
te. Os animais de todos os grupos tinham livre acesso a
alimentagdo com idéntica composigdo (SAPEC - Roedo-
res/Setubal; valor energético alimentar digestivel de 290
kcal/100g de alimento com a seguinte composigio: protei-
nas totais 22,0g/ 100g de peso seco; gordura total
4,6g/100g de peso seco; amido 30,0g/100,0g de peso seco;
agucar 7,5g/ 100gr peso seco; oligolementos € vitaminas) e
idéntico modo de acesso a agua. Cada animal do grupo
controlo recebeu (I.P.) um volume de solugdo dextrosada
isocalorica equivalente ao valor caldrico do etanol injecta-
do em cada animal dos 2 grupos de ensaio.

O tempo de tratamento prolongou-se por nove sema-
nas. A capitagdo alimentar solida e de igua, assim como
o peso corporal, foram controlados semanalmente. Um
dos animais do grupo controlo ¢ de um dos grupos sob
tratamento faleceram antes da conclusdo da experiéncia.

Uma das solugdes hidro-alcodlicas sintéticas prepara-
das reproduz uma composigio real (concentragio propor-
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cional de etanol, acetaldeido, metanol e alcoois superio-
res) das bebidas alcoolicas vinicas fermentadas (SHAF)
habitualmente consumidas pela nossa populagdo. A outra
solug@o hidro-alcodlica (SHAE) tem apenas etanol em
igual concentra¢do a da anterior. As solugdes foram
constituidas a partir de matéria prima de elevado grau de
pureza, sendo o seu controlo feito através de cromotogra-
fia gasosa segundo metodologia seguida no Laboratério
de Controlo de Qualidade do Instituto da Vinha e do
Vinho/Ministério da Agricultura.

No Quadro 1 descrimina-se o referencial das concen-
tragdes reais de varios constituintes volateis de bebidas
vinicas fermentadas comercializadas, base para a repro-
ducdo das solugdes sintéticas a utilizar. O volume injec-
tado diariamente, por via I.P. em cada animal dos 2 gru-
pos (SHAE; SHAF), contém 250mg de etanol por 100
gramas de peso corporal e contém ainda para o grupo
SHAF os restantes constituintes volateis nas quantidades
expressas no Quadro 2. Escolheu-se esta via (I.P.) para
evitar perdas por volatiliza¢do e atingir niveis precisos de
alcoolemias moderadas!©.

Quadro [- Composigdo referencial para a constituigdo das
solugdes hidro-alcodlicas sintéticas a utilizar

SHAF SHAE
Etanol Vinico 10% V.V. 10% V.V.
Acetaldeido 40,24g/ haa -
Metanol 1 93,08g/ haa
Alcoois Superiores 225,74g/ hacl -

* Valores legislados: Regulamento (CEE) 1576/89 do Conselho de 29
de Maio de 1989.

Quadro 2 -~ Composigdo qualitativa dos solutos ¢ quantidades
administradas em cada animal do respectivo grupo

SHAF SHAE
n=6 n=5
Etanol 250 250
Acetaldeido 1,7 -
Metanol 43
Alc. Superiores* 5,4 _

mg/ 100g de peso corporal; * butanol 2; n-propanol; isobutanol; dlcool
alilico; n-butanol e isopentanois.

Apds completar 9 semanas de experiéncia os animais
foram sacrificados por decapitagfo e procedeu-se de ime-
diato 4 remogéo de todo o pancreas que foi fixado em
soluto de formalina a 10%, apds o que se procedeu a
colheita de 2 fragmentos em cada caso, sendo processa-
dos segundo a técnica habitual e incluidos em parafina;
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fizeram-se cortes de 5 pm que foram corados pela hemato-
xilina eosina e tricrdomio de Masson para observagdo em
microscopia éptica. Em alguns dos casos procedeu-se a
congelagio de fragmentos dos quais se fizeram cortes que
foram corados pelo oil red para reconhecimento dos lipi-
dos. Foram também colhidos e submetidos aos mesmos
métodos fragmentos de figado destes animais (o resultado
do estudo do figado foi objecto de publicagio') Na avalia-
¢do histolégica foram considerados os seguintes pardme-
tros: esteatose, necrose das células acinares, dilatagdo dos
ductos, presenca de rolhdes de material proteico no lume
destes, infiltracio por células inflamatorias no parénquima,
fibrose, necrose gorda e inflamagdo peri-pancredtica; a gra-
vidade destas lesdes foi graduada segundo uma escala arbi-
traria adaptada do trabalho de Sporman'? (quadro 3). As
pontuagdes atribuidas a cada um dos pardmetros estudados
em cada pancreas foram somadas (valor maximo possivel:
29). Todos os cortes foram examinados sem conhecimento
do grupo de experiéncia a que pertenciam. No tratamento
estatistico para o estudo do significado da comparagdo das
vérias pontuagdes atingidas pelas lesdes histologicas foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mall - Whitney™.

Quadro 3 — Critérios de avaliagio histologica

influénciado a capitagio ad /ibitum da alimentagéo nos gru-
pos sob experiéncia e, sendo aquela semelhante a do grupo
controlo, admite-se que todos 0s 3 grupos terdo uma aquisi-
¢d0 nutritiva e calérica similar, com ganho ponderal final
em média de 190 gramas. O crescimento dos animais ndo
parece influénciado pelo etanol (Quadro 4).

Quadro 4 — Parimetros de desenvolvintento dos animais
(média e d.p. dos grupos)

grupos n capitacio peso ganho
alimentar corporal ponderal
média/semana (g) final (g) médio (g)
Controlo 5 193,9+329 4251+£12,6 19271123
SHAF 6 196,7 £ 33,2 436,0+ 10,8 207,2+ 10,1
SHAE S 210,8 41,9 3814+ 14,1 188,6+ 7,7

Pariametros Graduagio Pontuagio
Esteatose ligeira 1
moderada 2
intensa 3
focal (< 5%) 3
Necrose Parenquimatosa  e/ou sublobular (<20%) 5
¢/ ou lobular (>20% ) 7
<2/ corte 1
Dilatagio Ductal >2 <5/ corte 2
>5 / corte 3
Rolhdes Intraluminais <2/ corte 1
>2 <5/ corte 2
>5 / corte 3
Inflamagédo ligeira I
Parenquimatosa moderada 2
intensa 3
Fibrose focal 1
lobular
difusa 3
Necrose gorda ¢ inflama-  focal 3
¢do peripancreatica multifocal 5
difusa 7

SHAF = solugdo hidro-alcodlica de etanol, metanol, acetaldeldo e alc.
superiores; SHAE = solugdo hidro-alcodlica de etanol

A frequéncia e a pontuagdo individual e total atingida
pelas alteragdes microscopicas do pancreas dos animais
dos grupos de experiéncia e no grupo controlo estdo
expressas nos quadros 5 e 6 ¢ o tratamento estatistico
dos resultados no quadro 7. Em dois animais do grupo
controlo ha esteatose acinar de grau ligeiro e moderado €
em dois, ha um pequeno nimero de ductos dilatados e
conteddo de material proteico. Ndo se observam neste
grupo outras alteragoes.

Cuadro 5 — Frequéncia das alteragdes histologicas do pancreas
nos 3 grupos de animais

Histopatologia SHAE SHAF Controlo
n=5 n=6 n=S
Esteatose 3 5 2
Necrose 4 6* 0
Inflamagao 4 6 0
Dilatagio dos ductos 3 5 2
Rolhdes proteicos 2 3 2
Fibrose 1 4 0
Inflamag@o e necrose 4 6 0

gorda peripancreatica*

Pontuagdo maxima possivel 29 (em cada animal)

RESULTADOS

As composi¢des qualitativas e quantitativas das duas
solu¢des hidro-alcodlicas em ensaio ndo parecem ter

* um caso com extensa necrose do parenquina pancreatico; dois casos com
necrose sublobular e substitui¢io dos 16bulos por ductos proliferados.

Nos dois grupos de experimentagdo as alteragdes histo-
logicas foram: deposigo de lipidos e necrose das células
acinares, infiltragdo por células inflamatorias, dilatagdo
dos lumes de alguns ductos interlobulares (Fig. 1), por
vezes acompanhada de depdsito de rolhdes de material
proteico, fibrose parenquimatosa e inflamagdo do tecido
peripancredtico rodeando em algumas zonas focos de
esteatonecrose (Fig. 2). A distribuig8io das 4reas alteradas
¢ difusa, embora haja zonas em que os 4cinos ndo tem
lesdes. Os vactiolos de natureza lipidica sdo mais fre-
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Quadro 5 - Frequéncia das alteragdes histolégicas do pancreas
nos 3 grupos de animais

Quadro 6 — Pontuagdo das lesdes pancredticas nos 3 grupos de
animais

Histopatologia SHAE SHAF Controlo Histopatologia SHAE SHAF Controlo
n=5 n==6 n=S n=5 n=6 n=5

Esteatose 3 5 2 Esteatose 7 7 3
Necrose 4 6* 0 Necrose 12 28 0
Inflamagédo 4 6 0 Inflamg¢do 4 8 0
Dilatagdo dos ductos 3 5 2 Dilatagdo dos ductos 4 16 2
Rolhdes proteicos 2 3 2 Rolhdes proteicos 2 5 2
Fibrose 1 4 0 Fibrose 2 8 0
Inflamagéo e necrose 4 6 0 Inflamagéo e necrose 25 36 0
gorda peripancredtica* gorda peripancredtica

* um caso com extensa necrose do parenquina pancreético; dois casos com Pontuacio total 56 108 7

necrose sublobular e substituigdo dos 16bulos por ductos proliferados.

Fig. | -

Depositos de lipidos no citoplasma das células acina-
res; necrose focal destas; dilatagdo dos ductos interlobulares
cujo epitélio é achatado. Grupo SHAE. H.&E. X160.

Fig. 2 — Inflamag3o dos tecidos peripancreéticos e necrose
parenquimatosa na periferia do 16bulo. Grupo SHAE. X160.

quentemente pequenos € multiplos e mais numerosos no
polo apical das células acinares. Em trés casos em que a
esteatose € moderada ou intensa ha células acinares cujo
citoplasma estd totalmente substituido por um tnico
vactiolo que empurra o niicleo para o polo basal da célu-
la. Um pequeno numero de vactiolos corresponde muito
provavelmente a vacuolos autofagicos pois contém detri-

140

tos celulares. Ndo ha vactolos lipidicos nas células duc-
tais. A esteatose tem tendéncia a ser mais frequente e
intensa nos grupos sob tratamento alcodlico.

As células acinares com necrose focal tem volume
reduzido, citoplasma denso e nucleos pequenos com a
cromatina disposta em granulagdes grosseiras e densas
ou em picnose. Nestas células as granulagdes de zimoge-
neo estdo total ou parcialmente desaparecidas; nas célu-
las desgranuladas o citoplasma é baséfilo € homogéneo.
Ha diminui¢do do nimero de granulagdes de zimogeneo
em células sem outras alteragdes, constituindo-se por
vezes uma faixa basofila no polo basal destas células. A
necrose das células acinares é em geral mais intensa na
superficie dos I6bulos. A necrose ¢ mais intensa no grupo
SHAF do que no grupo SHAE, e no primeiro grupo num
dos ratos observa-se necrose lobular extensa e esteatone-
crose de tecido adiposo interlobular (Fig. 3), e em outros
dois hé necrose sublobular com desaparecimento de gru-
pos de 4cinos (Fig. 4); nestas areas ha ductos, infiltragio
por linfdcitos e granulécitos neutréfilos e fibrose (Fig. 5).

A inflamagdo e necrose do tecido adiposo peripancres-
tico e necrose gorda consideradas, tal como a necrose do
parenquima, alteragdes especificas da pancreatite, obser-
vam-se nos dois grupos de experimentagio, mas tendem
a ser mais severas de modo geral no grupo SHAF; de

Fig. 3 — Necrose lobular extensa e esteatonecrose peripancreati-
ca. Grupo SHAF; H.&E. X 63.
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Quadro 7- Estudo estatistico da significincia (comparagio das pontuagdes das alteragdes histologicas)

Grupos Esteatose Necrose Inflamagio DU. Mal. Fibrose Infl.P TOTAL
Ductal Proteico Pancreatica

Controlo! (n=5)

SHAE (n=5) 0,4453 0,0028* 0,0039* 0,0078* 0,6951 0,0237**  0,0028* 0,0028*

SHAF (n=5)

Controlo/ 0,3092 0,0143** 0,0143** 0,4189 1,000 0,3173 0,0027* 0,0078*

/SHAE!

Controlo/ 0,2458 0,0036* 0,0031* 0,0062* 0,4799 0,0116**  0,0032* 0,0057*

SHAF"

SHAE/ 0,7032 0,0268* 0,1028 0,0117* 0,4799 0,0941° 0,1247 0,0436**

/SHAF"

t Kruskal-Wallis 1 Way Anova; * Mann-Whitney U - Wilcoxon Rank Sum W Test 13; ** Significativo a um nivel de significancia (5%) p<0,05; * Signifi-
cativo a um nivel de significAncia (1%) p<0,01; ° Nio significativo a um nivel de significincia de 5%, significativo a um nivel de 10% 0,05<p<0,10

Fig. 4 — Inflamago e fibrose dum 14bulo pancredtico com desapa-
recimento de grande parte do mesmo, possivelmente na sequéncia
de necrose; granuloma lipofagico. Grupo SHAF; H.&E. X160.

Fig 5 — Desaparecimento de um lobulo pancreitico substituido
por fibrose, células inflamatérias com predonlinio de linfécitos
¢ ductos pancreaticos. Grupo SHAF; H.&E. X160.

facto na comparagdo das pontuagdes atingidas nos varios
pardmetros avaliados nos grupos SHAF e SHAE adquire
significincia estatistica a necrose, a dilatagdo ductal e a
pontuacio total das lesdes observadas (quadro 7).
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DISCUSSAO

Comparado com o figado, o pancreas mantem uma
reduzida acessibilidade ao estudo da sua fisiopatologia.

A etipatogenia da doenga pancredtica alcodlica € contro-
versa ainda '41° e grande parte do seu conhecimento fun-
damenta-se na area da investiga¢do experimental no domi-
nio da toxicologia. A magnitude da biotransformagdo do
alcool no figado tem desfavorecido a importéncia da capa-
cidade metabdlica do etanol no tecido extra-hepatico.

Varios trabalhos sugerem que o pancreas ¢ capaz de par-
ticipar na metabolizagio do alcool >1%-21:2324, No rato o eta-
nol é metabolizado por via oxidativa, alcool dehidrogenase
dependente, nas células acinares, onde estimula a sintese
lipidica e é inibida a oxidagdo dos acidos gordos com a
consequente deposicio de gordura 2. Por outro lado, os
produtos desta oxidagdo do etanol aumentam a fragilidade
das ultra estruturas das células pancreaticas 2°.

Sob efeito do alcool constatou-se que no figado e outros
orgdos, nomeadamente no pancreas, existem niveis eleva-
dos de éster etilico dos acidos gordos e significativa activi-
dade enzimatica de uma sintetase especifica, que suporta
uma metabolizagdo ndo oxidativa do etanol 26?7, parecen-
do existir uma associagdo positiva entre aqueles niveis, as
lesdes observadas e a ingestdo de alcool 2. Estes ésteres
assim gerados tém grande agressividade para a fungdo
mitocondrial e, sendo capazes de inibir a esterificagdo do
colesterol promovem o depésito de gordura celular 2.

Assim, as duas vias de metabolizagdo oxidativa € ndo
oxidativa do etanol concorrem para a patogenia da lesdo
orgénica alcodlica no pancreas.

A 4lcool-dehidrogenase (ADH) tem grande especificida-
de para a metaboliza¢io de multiplas substincias quimicas
incluindo os alcoois alifaticos primarios e secundarios,
aldeidos, polifenois e ésteres 2° Por outro lado, interessa
conhecer que, no estudo da actividade da ADH na metabo-
lizagdo oxidativa de varios dlcoois no péncreas do rato,
tomando como referéncia a metabolizagdo de 100% de eta-
nol, a actividade oxidativa do metanol & nula; a do 1-propa-
nol é de 96%; a do 1-butanol é de 148%; a do 1-pentanol €
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de 210% e do 2-propanol é de 196%, sendo estes alcoois
superiores mais t6xicos que o etanol 2!

Do acetaldeido (metabolito do etanol), que tem sido
largamente implicado na patologia orgnica do abuso de
alcool sabe-se, pelo menos, que inibe no pancreas a sin-
tese proteica em concentragdes de 1mmol/1 393! ¢, sendo
neste 6rgdo a actividade da aldeido-dehidrogenase
(ALDH) muito baixa 2!, podera haver acumulagdo deste
aldeido que ¢ 10 a 30 vezes mais citotoxico que o etanol
20 ¢, em experimentagiio mesmo em concentragdes mini-
mas induz les3es estruturais no orgdo®!. Quanto ao meta-
nol, conhece-se no homem o seu efeito tdxico directo no
pincreas 3233 e, ndo sofrendo metabolizagdo no tecido
pancreatico do rato ¢ de suspeitar o seu efeito agressivo
no pancreas do presente modelo experimental.

O factor dietético tem de ser equacionado na doenga pan-
creatica alcodlica pois uma dieta hiperproteica tem influén-
cia no desenvolvimento das lesdes experimentais no
0rgao®333:36 ¢ a dieta hiperlipidica sob consumo de alcool
provoca marca de disfungdo do érgdo e intensifica a estea-
tose 638 No presente ensaio o teor proteico ingerido é
normal e, apesar do baixo teor lipidico da dieta vem a
desenvolver se nos grupos sob experiéncia esteatose acinar
mais marcada que no controlo, o que é consistente com a
bem conhecida citotoxicidade do etanol 373? independente-
mente da via de administragsio do 4lcool 2440,

Assim conjugam se fundamentos para o pertinente jui-
zo da analise experimental ensaiada.

Os achados histopatolédgicos, de distribui¢io difusa pelo
orgdo (necrose, inflamagdo, dilatagdo ductal, rolhdes protei-
cos ductais, fibrose, necrose do tecido adiposo e inflamagfio
péri-pancredticas) em ambos os grupos sob tratamento alco-
élico prolongado, reproduzem grande parte das lesdes pan-
credticas dos doentes alcodlicos cronicos com pancreatite.
No entanto, estas lesdes sdo mais frequentes e mais graves
no grupo de animais sob intoxicagdo com os varios consti-
tuintes volateis coexistentes em bebidas alcodlicas
habituais; sdo de realgar a necrose, a dilatagio ductal e a
pontuagdo total (somatério da graduagdo quantitativa das
lesGes) por adquirirem significado ndo aleatério em relagio
a0 grupo sob intoxicagdo apenas com etanol.

A persisténcia da exposi¢do e o sinergismo dos varios
agentes quimicos em ensaio, parecem favorecer o desen-
volvimento da frequéncia e gravidade das lesdes, pois os
resultados apoiam a ideia do reforgo da toxicidade do eta-
nol (pré-requesito) por acgio acrescida daqueles agentes
(toxicidade combinada) como sugere o presente estudo.
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