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Histopathological analysis of the liver, stomach and intestines of
mice undergoing acute ethanol exposure

RESUMO

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo analisar o efeito da
administracdo aguda de etanol 50% sobre a histopatologia do trato
gastrointestinal (TGI) através do estdmago, figado e intestinos de camundongos.
Materiais e métodos: 8 animais da linhagem C57BL/6, foram divididos da
seguinte maneira: O grupo 1- controle (n=4), recebeu 0,2 mL de salina
fisiologica, por dia, durante 4 dias consecutivos por gavagem. O grupo 2-
experimental (n=4), recebeu 0,2mL de etanol 50%(v/v), nas mesmas
circunstancias e condigdes do grupo 1. No 5° dia os animais foram submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical. Em seguida, foi realizada uma laparotomia
e foram coletados estbmago, lobo esquerdo do figado e intestinos delgado e
grosso, 0s quais foram manipulados a fim de expor a mucosa e receberam
tratamento histoldgico para analise. Resultados: O tratamento com etanol
produziu hiperemia em alguns vasos de 25% dos figados analisados quando
comparados com o grupo controle. Da mesma forma, o referido tratamento
produziu lesdo ulcerada superficial com hiperemia, hemorragia e resquicios de
material necrético em 25% dos estdmagos analisados, e Ulcera mais profunda na
parece gastrica, com infiltrado linfocitario em outros 25% dos estdmagos
analisados em comparagdo com o grupo controle. Por outro lado, o tratamento
com etanol ndo foi capaz de produzir alterac6es nos intestinos delgado e grosso,
quando comparado ao grupo controle. Conclusdo: O consumo de etanol em
carater agudo foi capaz de causar lesdo em figado e estdbmagos dos animais do
grupo experimental, elucidando aspectos negativos do consumo em excesso
dessa substancia.

Palavras chave: Alcool, Figado, Estdmago, Intestinos, Histologia.

ABSTRACT:

Objective: This study aimed to analyze the effect of acute exposure of ethanol
50% on the histopathology of gastrointestinal (GI) tract through the examination
of the stomach, liver and intestines of mice. Materials and Methods: 8 C57BL /
6 mice were divided as follows: Group 1-control group (n = 4) received 0.2 ml
of physiological saline by gavage, everyday, for 4 days. Group 2-experimental
group (n = 4) received 0.2 mL of 50% ethanol (v / v), in the same conditions of
Group 1. On the 5th day the animals underwent euthanasia by cervical
dislocation. Then, laparotomy was performed and the stomach, left lobe of the
liver and small and large intestines were collected. These organs were
manipulated in order to expose the mucosa and received treatment for
histological analysis. Results: Treatment with ethanol produced hyperemia in
some vessels in 25% of the livers which were analyzed when compared to the
control group. Similarly, the reported treatment produced superficial ulcerated
lesion with hyperemia and hemorrhage in 25% of the analyzed stomachs. Deeper
ulcers were found in the gastric mucosa, with lymphocytic infiltration in another
25% of stomachs analyzed in comparison to the control group. On the other
hand, the treatment with ethanol was not able to produce changes in the small
and large intestines, when compared to control group. Conclusion: Acute
ethanol consumption has been able to cause liver and stomach injury in the
animals of the experimental group, showing some of the negative aspects of
excessive consumption of this substance.
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INTRODUGAO

O consumo de bebidas alcodlicas é um
comportamento adaptado a maioria das culturas.
Seu uso é associado com celebragdes, situacdes
de neg6cio e sociais, ceriménias religiosas e
eventos culturais. Por outro lado, o consumo
nocivo de alcool é responsavel por cerca de 3%
de todas as mortes que ocorrem no planeta.!O
2°. Levantamento Domiciliar sobre o Uso de
Drogas Psicotrdpicas no Brasil, promovido pela
Secretaria Nacional Antidrogas (SENAD),
aponta que 12,3% das pessoas pesquisadas, com
idades entre 12 e 65 anos, preenchem critérios
para a dependéncia do alcool e cerca de 75% ja
beberam pelo menos uma vez na vida.!

Aproximadamente 38% do consumo
total mundial de &lcool é ingerido sob forma de
cerveja, principalmente na regido das Américas,
incluindo o Brasil2. Segundo o relatério de 2011
da OMS (Organizacdo Mundial de Saude), em
2005 o consumo per capita mundial de bebidas
alcodlicas foi equivalente a 6,13 litros de alcool
puro, consumido por individuos entre 15 anos
ou mais. 2

Nos paises em desenvolvimento, entre
eles o Brasil, as bebidas alcodlicas sd@o um dos
principais fatores de doenca e mortalidade, com
seu impacto deletério sendo considerado entre
8% e 14,9% do total de problemas de salde
dessas nagdes.! As mortes e doengas ndo sdo o
Unico impacto que o alcool promove. Reflexos
socioecondmicos importantes, sobrecarga do
sistema de saude, gastos arcados pelo governo
no combate a droga e stress psicoldgico e
financeiro para as familias sdo marcas deixadas
pelo abuso desta substancia. Trés importantes
mecanismos explicam a capacidade do alcool
em causar danos médicos, psicologicos e
sociais: (1) toxicidade fisica (2) intoxicagdo e
(3) dependéncia. O alcool ¢ considerado uma
substancia toxica, uma vez que 0 CONSUMO
excessivo tem efeitos diretos e indiretos sobre
uma vasta gama de 6rgdos e sistemas.®

O alcool é um fator causal de mais de 60
tipos de doencas e injurias, e resulta em
aproximadamente 2,5 milhdes de mortes todos
0s anos. Mundialmente, 320.000 jovens, com
idade entre 15-29 anos morrem anualmente a
partir de causas relacionadas com o 4&lcool,
resultando em 9% de todas as mortes nesta faixa
etaria? As maiores doengas e injlrias

desencadeadas pelo alcool, em consumo
cronico, sdo: (1) desordens neuropsiquiatricas;
(2) doencas gastrointestinais; (3) cancer; (4)
injdrias intencionais, como suicidio e violéncia;
(5) injarias ndo intencionais, como quedas,
envenenamento e acidentes de transito; (6)
doengas  cardiovasculares; (7)  sindrome
alcodlica fetal; (8) diabetes mellitus; (9)
desordens imunoldgicas e hematopoiéticas; (9)
sindromes  respiratorias. Além  disso, as
disfungBes hepéticas perfazem um grande
percentual de doencas causadas pelo abuso de
alcool e sdo muito importantes na atualidade.?*8

O figado é a maior viscera do corpo
humano, desempenhando grande nimero de
funcBes vitais & sadde do organismo como a
secrecdo de bile, o metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas e armazenamento de
substancias. Ainda atua na degradacdo e
excre¢do de hormdnios, transformagdo e
excrecdo de drogas, producdo de fatores
hemostaticos e auxilio a resposta imune.® No
figado, o alcool pode ser metabolizado a
acetaldeido por trés enzimas: alcool
desidrogenase no citosol, sistema microssomal
de oxidacdo de etanol e catalaseperoximal.
Essas vias metabolicas levam a producdo de
espécies reativas do oxigénio e causam
peroxidacdo lipidica.l® O acetaldeido ¢
altamente reativo, toxico e imunogénico, pode
resultar em alteracfes nas propriedades fisico-
quimicas das proteinas, acidos nucleicos e
lipidos, perturbar as funcdes celulares normais,
tendo papel fundamental na etiopatogénese da
Doenca Hepdtica Alcodlica ( DHA).*:2 A
DHA pode se manifestar e evoluir em gravidade
numa série de doengas, que sdo dividas de modo
classico em: esteatose; cirrose e hepatite®3, e,
num estdgio mais avancado, o carcinoma
hepatocelular (CHC), tipo de cancer grave que
acomete o figado.

Até entdo, a Optica do consumo crénico
de etanol é dominante sobre a maioria das
analises que se relacionam ao dano dessa
substancia no organismo. Entretanto, a ingestéo
aguda de etanol também traz seus maleficios e
comeca a ser estudada mais a fundo.

O consumo agudo e em grandes
quantidades de alcool predomina sobre
individuos na idade universitaria com uma
prevaléncia entre 43-58,5% e 32-54% em
homens e mulheres, respectivamente, no Reino
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Unido e Estados Unidos.** Ja foram
demonstrados danos cardiovasculares
(hipertensdo, susceptibilidade a infartos) e
cerebrais (déficit de aprendizado e memdria) em
pacientes que consomem alcool em episodios

esporéadicos, porém em quantidade
excessiva.l>16
Nesse contexto, Andrade e

colaboradores'’ estabeleceram recentemente, um
modelo  experimental de  administracdo
intragastrica aguda de alta dose de etanol (50%)
em camundongos C57BL/6. Esses animais
apresentaram vaérias alteracdes imunoldgicas e
funcionais no trato gastrointestinal, dentre estas
se destaca reducéo da atividade da pepsina no
estbmago, diminuicdo do muco estomacal e
intestinal e aumento da concentracdo de
proteinas intactas no sangue. Diante do exposto
este estudo objetivou determinar a presenca de
alteracbes em o6rgdos alvo do TGI (figado,
estdbmago e intestinos) de camundongos tratados
agudamente com etanol 50% através de estudo
histopatolégico destes 6rgdos, ja que analises
com esse cunho séo escassas na literatura.

MATERIAIS E METODOS

Animais

O estudo foi realizado na sala de
experimentagdo  animal do Biotério e
Laboratério de  Histologia/Patologia da
Faculdade de Medicina de Itajuba (FMIt).

Os  procedimentos  seguiram  as
orientagbes do  Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e as
resolugBes brasileiras especificas de bioética de
pesquisa de acordo com a Lei Federal N°
11.794, de 8 de outubro de 2008. O presente
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Uso de Animais da Faculdade de Medicina de
Itajubd sob protocolo n° 09/14. Foram utilizados
8 camundongos da linhagem C57BL/6, com
idade entre 8 e 10 semanas, fémeas, pesando
entre 18 e 22g, oriundos do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
CEBIO-UFMG e foram alojados no Biotério da
FMIt, sendo observado o periodo de quarentena.
Os animais foram mantidos em gaiolas plasticas
contendo 4 animais por gaiola escolhidos
aleatoriamente, com 4gua e racdo ad libitum (a
excecdo do ultimo dia, como relatado adiante) e
submetidos a ciclo claro-escuro de 12 horas.

TRATAMENTO

Os animais foram divididos em 2 grupos
e receberam o seguinte tratamento: Grupo 1 -
controle (n=4): foi administrado aos animais
0,2mL de salina fisiolégica 0,15M, por dia,
durante 4 dias consecutivos de modo
intragastrico por gavagem (utilizando uma
agulha de ponta arredondada acoplada a uma
seringa de 1mL). Grupo 2 — experimental (n=4):
foi administrado aos animais 0,2mL de etanol
50% (v/v), por dia, durante os mesmos 4 dias
consecutivos também de modo intragastrico por
gavagem (utilizando uma agulha de ponta
arredondada acoplada a uma seringa de 1mL).
Ao final do periodo experimental todos os
animais foram submetidos a jejum de 12 horas.

Eutanasia

No 5° dia os animais passaram por
eutandsia através de deslocamento cervical de
acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal, apos
anestesia com Cetamina (50mg/Kg) / Xilazina
(25mg/Kg) por via intraperitoneal.

Preparacéo Histol6gica

Apds a eutandsia, foi realizada uma
laparotomia e foram retirados o0s seguintes
6rgdos: Figado (lobo esquerdo), estbmago,
intestinos delgado e grosso. O lobo esquerdo do
figado, assim que retirado, foi imerso em
formaldeido tamponado a 15%. O estdmago foi
lavado com formol, aberto em sua curvatura
maior, fixado a uma base plastica com
grampeador (para a maior exposi¢do da mucosa
possivel) e imerso em formol tamponado a 15%.
Por ndo haver separacdo macroscopica nitida
entre as porcdes do intestino delgado em
camundongos, o critério para distingdo foi
baseado segundo Ferraris e colaboradores'®. O
intestino delgado foi lavado com formol e entdo
dividido em quatro partes, da parte proximal
para a distal em tamanhos de 20%, 30%, 30% e
20%. Essas porcBes serdo designadas como:
duodeno, jejuno proximal, jejuno distal e ileo,
respectivamente. O intestino grosso foi
preparado sem divisdes, e o ceco foi retirado da
analise.

A preparagdo para analise histologica do
intestino consistiu em enrolar cada porcéo sobre
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um palito, fazendo uma espécie de “rocambole”,
com a porcdo proximal no interior. Em seguida,
todas as porc¢des do intestino delgado e grosso
foram fixados em formol tamponado a 15%. No
laboratério de Patologia/Histologia as pecas
foram preparadas através dos seguintes passos:
Desidratagdo em alcool; Diafanizacdo em Xilol;
Incluséo em parafina; Cortes de 4um usando um
micrétomo; Banho Maria e captura da seccgao
de tecido; Secagem em estufa; Desparafinacdo
com Xilol; Banhos de alcool; Coloragdo com
Hematoxilina e posteriormente, Eosina. Por fim
aplicacéo do Bélsamo do Canadé e colocacdo da
laminula a fim de proteger o corte. Com as
laminas prontas, foi possivel analisa-las a
microscopia optica.

RESULTADOS

O tratamento com etanol produziu
hiperemia de alguns vasos em 25% dos figados

Andlise Histoldgica

Para cada animal em questdo foram
confeccionadas 2 Iaminas: uma com cortes de
estdmago e figado juntas, e a outra com cortes
de intestino delgado e grosso; no total foram
preparadas 16 laminas histoldgicas. Foi
realizada uma contagem de carater qualitativo,
ao microscopio 6ptico, a fim de averiguar a
presenca ou auséncia de alteracBes dos tecidos
citados dos animais tratados agudamente com
etanol em comparacdo aos tecidos dos animais
do grupo controle. Desse modo, a porcentagem
de oOrgdos afetados foi medida direta e
objetivamente ao passo que, se 2 dos 4
estdbmagos analisados de um determinado grupo
apresentassem alteragdes, a porcentagem seria
de 50%, por exemplo.

analisados quando comparados com 0 grupo
controle. N&o foram evidenciadas alteragdes de
parénquima hepatico, conforme a Figura 1.

Figura 1. Corte histolégico de figados. Fig. 1A: grupo controle; Fig 1B: grupo tratado com etanol,
evidenciando hiperemia (seta).

Da mesma forma, o referido tratamento
produziu lesdo ulcerada superficial com
hiperemia, hemorragia e resquicios de material
necrético ao redor da ulceragdo em 25% dos
estdbmagos analisados se comparados ao grupo
controle. Evidenciou-se ainda Glcera mais

profunda na parece gastrica, com infiltrado

linfocitdrio em outros 25% dos estdbmagos
analisados em comparagdo com o0 grupo
controle, demonstrando gravidade mais severa e
uma resposta imune do organismo, conforme

Figuras 2 e 3.
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Figura 1. Corte histolégico de estdmagos. Fig 2A: grupo controle; 2B: grupo tratado agudamente com
etanol demonstrando hiperemia e lesdo ulcerada superficial (circulo).

Figura 2: Corte histologico de estomago de animal tratado com etanol, evidenciando lesdo ulcerada
profunda na mucosa gastrica. Ulcera (seta); Infiltrado linfocitario (circulo)

Nos intestinos ndo foi observada ao grupo que recebeu tratamento agudo com
alteracdo quando comparado o grupo controle etanol, como demonstra a Figura 4
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Figura 4: Corte histolégico de intestinos (jejuno distal). Fig. 4A: grupo controle; Fig 4B: grupo
tratamento. Sem diferenga significativa entre os dois grupos.

DISCUSSAO

Alguns danos causados por esse tipo de
consumo ja foram descritos em alguns 6rgdos e
sistemas.'®>® No que tange os 6rgdos do trato
gastrointestinal (TGI) ha uma certa caréncia de
pesquisas que avaliam o consumo “binge”
isoladamente. Estudo® demonstrou que o
consumo em carater “binge”, foi determinante
no aparecimento da esteatose hepética
(integrante da Doenga Hepética Alcodlica). Esse
grupo  demonstrou que tanto  analises
histolégicas quanto bioquimicas, demonstraram
evidéncias de deposicdo de lipides intra
hepatdcitos.

Estudo recente, demonstrou que o
consumo “binge” associado a um tratamento
cronico de 10 dias de etanol, causou um dano
hepético inflamatorio superior ao observado
apenas com o tratamento cronico, evidenciado
por aumento de ALT e AST.® Esses dois
estudos citados, estdo em discordancia aos

resultados encontrados no atual trabalho. As
metodologias aplicadas, embora satisfagam o0s
critérios de consumo “binge”, foram diferentes,
e no Ultimo estudo citado, o consumo crénico
estabelecido como premissa ao consumo agudo
pode ter sido a razdo da discrepancia entre 0s
resultados obtidos e os disponiveis na literatura.

De acordo com outro estudo?, a
associacdo de alcool em caréater
cronico/agudizado e dieta hiperlipidémica foi
capaz de aumentar os niveis de triglicérides e a
deposi¢do de lipidios no parénquima hepaético,
determinando esteatose hepética. Porém, o
consumo isolado de alcool, ndo teve
repercussdes hepaticas a nivel histolégico,
tampouco no aparecimento de esteatose
hepética, vindo de encontro com os resultados
encontrados no presente estudo. Desse modo,
acreditamos que a presenca de uma dieta
hiperlipidica parece ter sido determinante no
surgimento da esteatose hepatica. Ja o alcool,

isoladamente, tanto a pesquisa citada quanto no
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presente estudo pouco repercutiu na formacdo
de esteatose.

O aparecimento de Ulceras gastricas
apos tratamento agudo com alcool parece estar
bem determinado na literatura, de acordo com
certos  estudos.???*  Tais achados sdo
congruentes aos resultados encontrados no
presente trabalho e embora as metodologias
difiram em alguns pontos, o carater agudo de
administracdo foi mantido. Acredita-se que o
mecanismo envolvido nesse tipo de lesdo
considera fatores como a formacgéo de espécies
reativas de oxigénio, dano direto aos capilares
da mucosa e alteracdo de estrutura e funcdo de
proteinas celulares.?

Em relacdo as consequiéncias do etanol
na histopalogia dos intestinos, a literatura é
escassa. Estudo utilizando a mesma metodologia
de administracdo aguda de etanol 50%

descreveu alteracdes no equilibrio da microbiota
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