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RESUMO

O presente ensaio pretende apreciar a influência da toxicidade alcoólica combinada no com
portamento morfológico do pâncreas sob efeito do etanol e, do etanol e congéneres. Em 3 grupos
de ratos Wistar, grupo controlo e 2 grupos sob experiência um sujeito a injecção intra-peritoneal
(I.P.) diária de solução hidroalcoólica de etanol (SHAE) e o outro sujeito a injecção (T.P.) de solu
ção hidroalcoólica de etanol, acetaldeido, metanol e alcoois superiores (SHAF); ambos os grupos
receberam igual volume de etanol por inoculação individual (250mg lOOg peso). A experiência
prolongou-se por 9 semanas. O ajuste calórico e o desenvolvimento dos animais nos 3 grupos foi
semelhante. No estudo das lesões histológicas avaliou-se as suas frequências e características em
7 parâmetros: esteatose, necrose do parenquima, dilatação ductal, rolhões intraluminais, inflama
ção parenquimatosa, fibrose e necrose gorda e inflamação peripancreátiads. As lesões encontradas
nos 2 grupos sob experiência diferem significativamente das dos pâncreas do grupo controlo
excepto para a esteatose. Entre os grupos sob experiência (SHAF-SHAE), todas as lesões são mais
frequentes ou mais intensas no grupo SHAF; a diferença das pontuações atingidas adquire signifi
cância na necrose, na dilatação ductal e na pontuação total das lesões. Os resultados sugerem que
no pâncreas, a toxicidade do etanol é favorecida ou reforçada pela acção sinérgica dos vários
agentes químicos voláteis coexistentes nas bebidas alcoólicas.

UMMARY

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 aicohoiic 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. Ali the animais were
sacrifled 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 ceil
necrosis, parenchymal inflanimation, fibrosis and peripancreatic fat necrosis and inflammation) were
found in the majority of animais 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 ethanoi and its congeners (SHAF) than in
the SHAE group; these differences are statisticaily significant when necrosis, ductal dilatation and
overail severity of lesions are considered. The results of this study suggest that in the pancreas the
toxicity ofethanol is enhanced by interaction with other components of alcoholic beverages.
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INTRODUÇÃO

Ao longo do tempo a área da etiopatogenia na doença
orgânica alcoólica tem retido, obstinadamente, dificulda
des na sua compreensão. De facto, constata-se com fre
quência, por exemplo, que a exposição (quantidade/tempo)
ao etanol por si só nem sempre se pode correlacionar
com a presença e com a gravidade das lesões estruturais
dos órgãos alvo.

Assim admite-se, numa perspectiva exploratória de
carácter não reducionista que, no estudo do comporta
mento da associação álcool/pâncreas, a actuação de fac
tores coexistentes adicionais ao etanol deva ser equacio
nada na conjugação de condições e circunstâncias de
investigar, influenciadoras eventuais na indução/promo
ção da doença pancreática’8.

Nesta área, embora não exista o modelo experimental
que reproduza a doença do homem, mantém-se a necessi
dade do contributo da investigação pré-clínica com o
recurso a modelos animais para promover o desenvolvi
mento do conhecimento sobre a complexa patogenia das
lesões induzidas no órgão9, concretamente na área da
toxicidade combinada.

No presente ensaio pretende-se apreciar a comparação
do comportamento do .tecido pancreático de animais sob
tratamento persistente com etanol e, com etanol e outros
constituintes voláteis coexistentes em bebidas alcoólicas
habitualmente consumidas pela nossa população.

MATERIAL E MÉTODOS

Utilizaram-se ratos Wistar, machos adultos, de uma coló
nia estabilizada proveniente do biotério do Instituto Gul
benkian de Ciência (Oeiras), com peso inicial variável de
196 a 230 gramas. Após uma semana de adaptação (lumi
nosidade, temperatura, humidade, alimentação) no biotério
do Instituto Nacional de Saúde (INSA), foram distribuídos
ao acaso por 3 grupos de seis animais cada, individualiza-
dos em compartimentos unitários estandardizados.

Dois dos 3 grupos receberam tratamento diário, por via
intraperitoneal (I.P.), de diferentes soluções hidro-alcoóli
cas expressamente preparadas e controladas semanalmen
te. Os animais de todos os grupos tinham livre acesso a
alimentação com idêntica composição (SAPEC - Roedo
res/Setúbal; valor energético alimentar digestível de 290
kcal/l OOg de alimento com a seguinte composição: proteí
nas totais 22,Og/ lOOg de peso seco; gordura total
4,6g/lOOg de peso seco; amido 30,Og/l00,Og de peso seco;
açucar 7,5g/ loogr peso seco; oligolementos e vitaminas) e
idêntico modo de acesso à água. Cada animal do grupo
controlo recebeu (I.P.) um volume de solução dextrosada
isocalórica equivalente ao valor calórico do etanol injecta
do em cada animal dos 2 grupos de ensaio.

O tempo de tratamento prolongou-se por nove sema
nas. A capitação alimentar sólida e de água, assim como
o peso corporal, foram controlados semanalmente. Um
dos animais do grupo controlo e de um dos grupos sob
tratamento faleceram antes da conclusão da experiência.

Uma das soluções hidro-alcoólicas sintéticas prepara
das reproduz uma composição real (concentração propor-

cional de etanol, acetaldeido, metanol e álcoois superio
res) das bebidas alcoólicas vínicas fermentadas (SHAF)
habitualmente consumidas pela nossa população. A outra
solução hidro-alcoólica (SHAE) tem apenas etanol em
igual concentração à da anterior. As soluções foram
constituídas a partir de matéria prima de elevado grau de
pureza, sendo o seu controlo feito através de cromotogra
fia gasosa segundo metodologia seguida no Laboratório
de Controlo de Qualidade do Instituto da Vinha e do
Vinho/Ministério da Agricultura.

No Quadro 1 descrimina-se o referencial das concen
trações reais de vários constituintes voláteis de bebidas
vínicas fermentadas comercializadas, base para a repro
dução das soluções 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 voláteis nas quantidades
expressas no Quadro 2. Escolheu-se esta via (I.P.) para
evitar perdas por volatilização e atingir níveis precisos de
alcoolemias moderadas’ °.

Quadro 1 Composição referencial para a constituição das
soluções hidro-alcoólicas sintéticas a utilizar

SHAF SHAE

Etanol Vínico 10% V.V. 10% V.V.

Acetaldeido 40,24W haa

Metanol 1 93,08W haa

Alcoois Superiores 225,74W hacl

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

Quadro 2 Composição qualitativa dos solutos e quantidades
administradas em cada animal do respectivo grupo

SHAF SHAE
n=6 n=5

Etanol 250 250

Acetaldeido 1,7

Metanol 4,3

Alc. Superiores* 5,4

mg lOOg de peso corporal; ~ butanol 2; n-propanol; isobutanol; álcool
alílico; n-butanol e isopentanois.

Após completar 9 semanas de experiência os animais
foram sacrificados por decapitação e procedeu-se de ime
diato à remoção de todo o pâncreas que foi fixado em
soluto de formalina a 10%, após o que se procedeu à
colheita de 2 fragmentos em cada caso, sendo processa
dos segundo a técnica habitual e incluídos em parafina;
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fizeram-se cortes de 5 pm que foram corados pela hemato
xilina eosina e tricrómio de Masson para observação em
microscopia óptica. Em alguns dos casos procedeu-se a
congelação de fragmentos dos quais se fizeram cortes que
foram corados pelo ou red para reconhecimento dos lípi
dos. Foram também colhidos e submetidos aos mesmos
métodos fragmentos de figado destes animais (o resultado
do estudo do figado foi objecto de publicação”) Na avalia
ção histológica foram considerados os seguintes parâme
tros: esteatose, necrose das células acinares, dilatação dos
ductos, presença de rolhões de material proteico no lume
destes, infiltração por células inflamatórias no parênquima,
fibrose, necrose gorda e inflamação peri-pancreática; a gra
vidade destas lesões foi graduada segundo uma escala arbi
trária adaptada do trabalho de Sporma&2 (quadro 3). As
pontuações atribuídas a cada um dos parâmetros estudados
em cada pâncreas foram somadas (valor máximo possível:
29). Todos os cortes foram examinados sem conhecimento
do grupo de experiência a que pertenciam. No tratamento
estatístico para o estudo do significado da comparação das
várias pontuações atingidas pelas lesões histológicas foi
utilizado o teste não paramétrico de Mall - Whitney’3.

Quadro 3 Critérios de avaliação histológica

Parâmetros Graduação Pontuação

Esteatose ligeira
moderada 2
intensa 3

focal(<5°o) 3

Necrose Parenquimatosa e/ou sublobular ( 20° o) 5
e/ ou lobular (>20%) 7

<2/corte 1
Dilatação Ductal >2 <5 / corte 2

>5/corte 3

Rolhões Intraluminais <2 / corte
>2<5/corte 2
>5/corte 3

Inflamação ligeira
Parenquimatosa moderada 2

intensa 3

Fibrose focal 1
lobular 2
difusa 3

Necrose gorda e inflama- focal 3
ção peripancreática multifocal 5

difusa 7

Pontuação máxima possível 29 (em cada animal)

RESULTADOS

As composições qualitativas e quantitativas das duas
soluções hidro-alcoólicas em ensaio não parecem ter

influênciado a capitação ad libitum da alimentação nos gru
pos sob experiência e, sendo aquela semelhante à do grupo
controlo, admite-se que todos os 3 grupos terão uma aquisi
ção nutritiva e calórica similar, com ganho ponderal final
em média de 190 gramas. O crescimento dos animais não
parece influênciado pelo etanol (Quadro 4).

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

grupos n capitação peso ganho
alimentar corporal ponderal

média/semana (g) final (g) médio (g)

Controlo 5 193,9±32,9 425,1 ± 12,6 192,7± 12,3

SHAF 6 196,7±33,2 436,0± 10,8 207,2± 10,1

SHAE 5 210,8±41,9 381,4± 14,1 188,6±7,7

SHAF solução hidro-alcoólica de etanol, metanol, acetaldeldo e ate.
superiores; SHAI3 solução hidro-alcoólica de etanol

A frequência e a pontuação individual e total atingida
pelas alterações microscópicas do pâncreas dos animais
dos grupos de experiência e no grupo controlo estão
expressas nos quadros 5 e 6 e o tratamento estatístico
dos resultados no quadro 7. Em dois animais do grupo
controlo há esteatose acinar de grau ligeiro e moderado e
em dois, há um pequeno número de ductos dilatados e
conteúdo de material proteico. Não se observam neste
grupo outras alterações.

Quadro 5 Frequência das alterações histológicas do pâncreas
nos 3 grupos de animais

Histopatologia SHAE SHAF Controlo
n5 n=6 n=S

Esteatose 3 5 2
Necrose 4 6* O
Inflamação 4 6 O
Dilatação dos ductos 3 5 2
Rolhões proteícos 2 3 2
Fibrose 1 4 O
Inflamação e necrose 4 6 O
gorda peripancreática*

* um caso com extensa necrose do parenquina pancreático; dois casos com
necrose sublobular e substituição dos lóbulos por ductos proliferados.

Nos dois grupos de experimentação as alterações histo
lógicas foram: deposição de lípidos e necrose das células
acinares, infiltração por células inflamatórias, dilatação
dos lumes de alguns ductos interlobulares (Fig. 1), por
vezes acompanhada de depósito de rolhões de material
proteico, fibrose parenquimatosa e inflamação do tecido
peripancreático rodeando em algumas zonas focos de
esteatonecrose (Fig. 2). A distribuição das áreas alteradas
é difusa, embora haja zonas em que os ácinos não tem
lesões. Os vacúolos de natureza lipídica são mais fre
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Quadro 5 Frequência das alterações histoiógicas do pâncreas
nos 3 grupos de animais

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

Esteatose 3 5 2
Necrose 4 6* O
Inflamação 4 6 O
Dilatação dos ductos 3 5 2
Rolhões proteícos 2 3 2
Fibrose 1 4 O
Inflamação e necrose 4 6 O
gorda peripancreática*

* um caso com extensa necrose do parenquina pancreático; dois casos com
necrose sublobular e substituiçlo dos lóbulos por ductos proliferados.
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Fig. 1 Depósitos de lípidos no citoplasma das células acina
res; necrose focal destas; dilatação dos ductos interlobulares
cujo epitélio é achatado. Grupo SHAE. H.&E. X160.
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Fig. 2 Inflamação dos tecidos peripancreáticos e necrose
parenquimatosa na periferia do lóbulo. Grupo SHAE. X160.

quentemente pequenos e múltiplos e mais numerosos no
polo apical das células acinares. Em três casos em que a
esteatose é moderada ou intensa há células acinares cujo
citoplasma está totalmente substituído por um único
vacúolo que empurra o núcleo para o polo basal da célu
la. Um pequeno número de vacúolos corresponde muito
provavelmente a vacúolos autofágicos pois contêm detri

Quadro 6 Pontuação das lesões pancreáticas nos 3 grupos de
animais

Histopatologia SHAE SHAF Controlo
n=5 n=6 n5

Esteatose 7 7 3
Necrose 12 28 O
Inflamção 4 8 O
Dilatação dos ductos 4 16 2
Rolhões proteicos 2 5 2
Fibrose 2 8 O
Inflamação e necrose 25 36 O
gorda peripancreática

Pontuação total 56 108 7

tos celulares. Não há vacúolos lipídicos nas células duc
tais. A esteatose tem tendência a ser mais frequente e
intensa nos grupos sob tratamento alcoólico.

As células acinares com necrose focal tem volume
reduzido, citoplasma denso e núcleos pequenos com a
cromatina disposta em granulações grosseiras e densas
ou em picnose. Nestas células as granulações de zimoge
neo estão total ou parcialmente desaparecidas; nas célu
las desgranuladas o citoplasma é basófilo e homogéneo.
Há diminuição do número de granulações de zimogeneo
em células sem outras alterações, constituindo-se por
vezes uma faixa basófila no polo basal destas células. A
necrose das células acinares é em geral mais intensa na
superficie dos lóbulos. A necrose é 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 há necrose sublobular com desaparecimento de gru
pos de ácinos (Fig. 4); nestas áreas há ductos, infiltração
por linfócitos e granulócitos neutrófilos e fibrose (Fig. 5).

A inflamação e necrose do tecido adiposo peripancreá
tico e necrose gorda consideradas, tal como a necrose do
parenquima, alterações específicas da pancreatite, obser
vam-se nos dois grupos de experimentação, mas tendem
a ser mais severas de modo geral no grupo SHAF; de

.) \ _\-~_ ‘

Fig. 3 Necrose lobular extensa e esteatonecrose peripancreáti
ca. Grupo SHAF; H.&E. X 63.
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Quadro 7- Estudo estatístico da significância (comparação das pontuações das alterações histológicas)

Grupos Esteatose Necrose Inflamação DU. Mal. Fibrose Infl.P TOTAL
Ductal Proteico Pancreática

Controlot (n 5)
SHAE (n 5) 0,4453 0,0028* 0,0039* 0,0078* 0,695 1 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*
SHAEt

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 0,01 17* 0,4799 0,0941° 0,1247 0,0436**
SHAF°

‘Kruskal-Wallis 1 Way Anova; O Mann-Whitney U - Wilcoxon Rank Sum W Test 13; ** Significativo a um nível de significância (50 o) p 0,05; * Signifi
cativo a um nível de significância (10 o) p 0,01; ° Não significativo a um nível de significância de 5°o, significativo a um nível de 10°o 0,05 p<O,IO

Comparado com o fígado, o pâncreas mantem uma
reduzida acessibilidade ao estudo da sua fisiopatologia.

A etipatogenia da doença pancreática alcoólica é contro
versa ainda 1419 e grande parte do seu conhecimento fun
damenta-se na área da investigação experimental no domí
nio da toxicologia. A magnitude da biotransformação do
álcool no figado tem desfavorecido a importância da capa
cidade metabólica do etanol no tecido extra-hepático.

Vários trabalhos sugerem que o pâncreas é capaz de par
ticipar na metabolização do álcool 5,1921,23,24 No rato o eta
nol é metabolizado por via oxidativa, álcool dehidrogenase
dependente, nas células acinares, onde estimula a síntese
lipídica e é inibida a oxidação dos ácidos gordos com a
consequente deposição de gordura 22~ Por outro lado, os
produtos desta oxidação do etanol aumentam a fragilidade
das ultra estruturas das células pancreáticas 25

Sob efeito do álcool constatou-se que no figado e outros
orgãos, nomeadamente no pâncreas, existem níveis eleva
dos de éster etílico dos ácidos gordos e significativa activi
dade enzimática de uma sintetase específica, que suporta
uma metabolização não oxidativa do etanol 26,27 parecen
do existir uma associação positiva entre aqueles níveis, as
lesões observadas e a ingestão de álcool 25• Estes ésteres
assim gerados têm grande agressividade para a função
mitocondrial e, sendo capazes de inibir a esterificação do
colesterol promovem o depósito de gordura celular 28•

Assim, as duas vias de metabolização oxidativa e não
oxidativa do etanol concorrem para a patogenia da lesão
orgânica alcoólica no pâncreas.

A álcool-dehidrogenase (ADH) tem grande especificida
de para a metabolização de múltiplas substâncias químicas
incluindo os álcoois alifáticos primários e secundários,
aldeidos, polifenois e ésteres 29. Por outro lado, interessa
conhecer que, no estudo da actividade da ADH na metabo
lização oxidativa de vários álcoois no pâncreas do rato
tomando como referência a metabolização de 1000 o de eta
nol, a actividade oxidativa do metanol é nula; a do 1 -propa
nol é de 96° o; a do 1-butanol é de 148° o; a do 1-pentanol é
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Fig. 4 Inflamação e fibrose dum lóbulo pancreático com desapa
recimento de grande parte do mesmo, possivelmente na sequência
de necrose; granuloma lipofágico. Grupo SHAF; H.&E. Xl60.
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Fig 5 Desaparecimento de um lóbulo pancreático substituido
por fibrose, células inflamatórias com predonlínio de linfócitos
e ductos pancreáticos. Grupo SHAF; H.&E. Xl60.

facto na comparação das pontuações atingidas nos vários
parâmetros avaliados nos grupos SHAF e SHAE adquire
significância estatística a necrose, a dilatação ductal e a
pontuação total das lesões observadas (quadro 7).
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de 210% e do 2-propanol é de 196%, sendo estes álcoois
superiores mais tóxicos que o etanol 21,

Do acetaldeido (metabolito do etanol), que tem sido
largamente implicado na patologia orgânica do abuso de
álcool sabe-se, pelo menos, que inibe no pâncreas a sín
tese proteica em concentrações de lmmol/l 30,31 e, sendo
neste órgão a actividade da aldeido-dehidrogenase
(ALDH) muito baixa 21, poderá haver acumulação deste
aldeido que é 10 a 30 vezes mais citotóxico que o etanol
20 e, em experimentação mesmo em concentrações míni
mas induz lesões estruturais no orgão31. Quanto ao meta
nol, conhece-se no homem o seu efeito tóxico directo no
pâncreas 32,33 e, não sofrendo metabolização no tecido
pancreático do rato é de suspeitar o seu efeito agressivo
no pâncreas do presente modelo experimental.

O factor dietético tem de ser equacionado na doença pan
creática alcoólica pois uma dieta hiperproteica tem influên
cia no desenvolvimento das lesões experimentais no
órgão33’35’36 e a dieta hiperlipídica sob consumo de álcool
provoca marca de disfunção do órgão e intensifica a estea
tose 1,6,38 No presente ensaio o teor proteíco ingerido é
normal e, apesar do baixo teor lipidico da dieta vem a
desenvolver se nos grupos sob experiência esteatose acinar
mais marcada que no controlo, o que é consistente com a
bem conhecida citotóxicidade do etanol ~ independente
mente da via de administração do álcool 24,40~

Assim conjugam se fundamentos para o pertinente juí
zo da análise experimental ensaiada.

Os achados histopatológicos, de distribuição difusa pelo
orgão (necrose, inflamação, dilatação ductal, rolhões proteí
cos ductais, fibrose, necrose do tecido adiposo e inflamação
péri-pancreáticas) em ambos os grupos sob tratamento alco
ólico prolongado, reproduzem grande parte das lesões pan
creáticas dos doentes alcoólicos crónicos com pancreatite.
No entanto, estas lesões são mais frequentes e mais graves
no grupo de animais sob intoxicação com os vários consti
tuintes voláteis coexistentes em bebidas alcoólicas
habituais; são de realçar a necrose, a dilatação ductal e a
pontuação total (somatório da graduação quantitativa das
lesões) por adquirirem significado não aleatório em relação
ao grupo sob intoxicação apenas com etanol.

A persistência da exposição e o sinergismo dos vários
agentes químicos em ensaio, parecem favorecer o desen
volvimento da frequência e gravidade das lesões, pois os
resultados apoiam a ideia do reforço da toxicidade do eta
nol (pré-requesito) por acção acrescida daqueles agentes
(toxicidade combinada) como sugere o presente estudo.
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