ARTIGO ORIGINAL / ORIGINAL ARTICLE
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Resumo

O etanol ¢ uma molécula que se difunde facilmente pelas membranas celulares e no citosol leva a producéo de compostos toxicos que podem
alterar as proteinas celulares € 0 DNA. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do etanol sobre os parametros corporais e a morfometria
dos neurdnios mientéricos do duodeno de ratos submetidos ao alcoolismo cronico. Foram utilizados 14 Rattus norvegicus, mantidos durante
16 semanas, divididos em dois grupos: Grupo controle (n=7), que recebeu ragao padronizada e agua ad libitum, e Grupo experimental (n=7),
que recebeu a mesma ragdo e aguardente de cana em concentragdes crescentes ad libitum. Ao final do periodo, os ratos foram anestesiados
para a realizagdo da laparatomia e retirada do duodeno, que foi submetido a realizagdo de preparados de membrana e corados com Giemsa.
Os dados foram submetidos ao teste estatistico t (Student) com nivel de significancia de 5%. Os animais alcoolizados apresentaram médias
inferiores na ingesta liquida, solida, crescimento e peso corporal, sendo que a diferenga entre as médias foi significativa (p<0,005). Nos animais
do GE a area do pericario foi 40,6% menor que o GC, do nucleo 70,5% menor no GE e do citosol 26% menor no GE, sendo a diferenga
estatisticamente significante para as trés regides celulares observadas (p<0,05). Logo, o consumo cronico de etanol por 16 semanas interferiu na
ingestdo e ganho de peso dos animais e provocou redugio na area do pericario, nicleo e citosol dos neurénios mientéricos do duodeno de ratos.

Palavras-chave: Etanol. Neuronios. Intestino Delgado.
Abstract

Ethanol is a molecule that diffuses easily through cellular membranes, and in cytosol leads to the production of toxic compounds that can
alter cellular proteins and DNA. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of ethanol on body parameters and morphometry of
duodenum myenteric neurons of rats submitted to chronic alcoholism. We used 14 Rattus norvegicus, which were kept for 16 weeks, divided
into two groups: control group (n = 7), which received standard feed and water ad libitum, and experimental group (n = 7), which received the
same feed and sugar cane brandy in increasing concentrations ad libitum. At the end of the period, the rats were anesthetized for the realization
of laparotomy and duodenum removal, which was submitted to preparations of membrane and stained with Giemsa. The data were submitted
to statistical test t (Student) with a significance level of 5%. The intoxicated animals showed lower average in liquid and solid intake, growth
and body weight, and the difference between both groups average was significant (p <0.005). In animals of the EG, the area of pericardium
was 40.6% lower than the CG, the nucleus was 70.5% lower in the EG, and cytosol was 26% lower in the EG. The difference is statistically
significant for all the three cellular regions observed (p <0.05). Therefore, the chronic consumption of ethanol for 16 weeks interfered with
intake and weight gain of animals, and caused a reduction in the area of perikarion, nucleus and cytosol of duodenum myenteric neurons in rats.
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1 Introducao

O consumo excessivo de etanol tem se mostrado sério
problema de satide publica, ndo apenas no Brasil, mas no
mundo. O etanol ¢ tido como uma droga socialmente aceita, o
que facilita a utilizag@o dessa substancia em diferentes estratos
sociais'. No corpo humano o etanol alcanga rapidamente
a circulacdo sanguinea e os demais tecidos devido sua alta
lipossolubilidade, sendo que nao ha limites para sua passagem
pela barreira hematoencefélica, alcangando livremente o
Sistema Nervoso, o que, mesmo em baixas doses, causa
a diminui¢do da coordenagdo motora e dos reflexos*’. O
metabolismo do etanol pode resultar em doencas hepaticas
induzidas pelo alcool, incluindo esteatose hepatica, originando
hepatite alcoolica e cirrose.
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O principal produto toxico do metabolismo do etanol inclui
acetaldeido e radicais livres. O acetaldeido forma complexos
com proteinas e outros compostos. O radical hidroxietila,
produzido por meio do sistema microssomal oxidante (MEOS),
e outros radicais produzidos durante a inflamag¢do causam
alteragdes irreversiveis no figado. Varios outros tecidos sao
afetados adversamente pelo etanol, pelo acetaldeido ou por
alteragdo no metabolismo hepatico e doengas. Polimorfismos
genéticos em enzimas do metabolismo de etanol podem ser
responsaveis por variagoes individuais de desenvolvimento de
alcoolismo ou cirrose hepatica®.

Ao ser ingerida a bebida alcoodlica passa pelo sistema
digestorio, que ¢ o primeiro local a sofrer a agdo toxica do
etanol. Nos orgdos do trato gastrointestinal os efeitos do
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alcool se manifestam de modo evidente, difundindo-se
rapidamente através da mucosa’. No estomago, pode alterar o
equilibrio do suco gastrico interferindo na acdo das enzimas;
no intestino sua agdo pode ser mais intensa, pois permanece
mais tempo nesta regido, onde ¢ também absorvido. No
entanto, os efeitos do consumo de etanol, sobre a mucosa
intestinal s3o muito pouco conhecidos, sabe-se que a absor¢ao
do 4alcool acontece rapidamente no intestino, porém ndo ha
relatos sobre as alteragdes provocadas por essa substincia
na populag@o neuronal mientérica e seus efeitos nas fungdes
motoras desempenhadas pelo trato gastrointestinal.

Nas camadas muscular (entre a circular ¢ a longitudinal)
e submucosa do intestino encontram-se os ganglios contendo
numerosos neurdnios, que compde o Sistema Nervoso
Entérico (SNE)°. O SNE atua de maneira independente do
sistema nervoso central, sendo considerado como segundo
cérebro ou “cérebro intestinal”’. Os neurdénios do sistema
nervoso entérico sdo responsaveis pela motilidade intestinal,
controle da secre¢do glandular e fluxo sanguineo®. Os ganglios
mientéricos estdo presentes em todo o trato gastrointestinal, e
o numero total de neurdnios entéricos ¢ grande, tendo sido
estimado que este nimero seja semelhante ao nimero de
neurdnios existentes na medula espinhal’, que somam cerca
de 100 milhdes de neurdnios!®.

Diferentes dietas podem promover mudancas no perfil
neuronal nos ganglios mientéricos, alterando a rea do pericario
dos neuro6nios, influenciando na dindmica dos neurénios do
plexo mientérico e levando a alteragdes adaptativas do 6rgdo.
Estudos realizados com dieta hipoproteica e vitaminas do
complexo B revelaram alteragdes na densidade neuronal
mientérica'"'2, no entanto, ndo sdo muito frequentes estudos
correlacionando ingestao alcoolica e alteragdes no SNE.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do etanol sobre os parametros corporais ¢ a morfometria dos
neur6nios mientéricos do duodeno de ratos.

2 Material e Métodos

Os procedimentos colocados em pratica neste estudo estdo
de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Experimentagdo Animal (CEPEEA) da Universidade
Paranaense (Protocolo n°® 15244/2009). Foram utilizados 14
ratos adultos machos (Rattus norvegicus linhagem Wistar),
com 90 dias de idade, que foram mantidos em gaiolas
individuais, com temperatura constante e alternancia de ciclos
claro-escuro de 12 horas.

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo
controle (GC), formado por sete animais que durante 16
semanas receberam a ragdo para roedores comercializada pelo
NUVITAL (recomendado pelo National Research Council &
National Intitute of Health — USA) e agua ad libitum; Grupo
experimental (GE), formado por sete animais que durante 16
semanas receberam a mesma rac¢ao para roedores e aguardente
de cana a 30° Gay Lussac diluida (30° v/v) ad libitum. Para
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induc¢do do alcoolismo foram ministradas doses crescentes de
etanol na escala de dilui¢do: 5%, 10%, 15%, 20%, 25% e 30%.

Estas dilui¢des alcoodlicas tiveram dura¢ao de 2 semanas,
até a dilui¢@o de 30% ser alcancada. A administragdo gradativa
de etanol tem como objetivo a adaptagao dos animais ao modelo
experimental denominado como semivoluntario, no qual o
etanol ¢ fornecido como tnico alimento liquido disponivel para
os animais para estabelecer o alcoolismo cronico.

Durante todo o experimento, uma vez por semana, foi
quantificada a ingestdo de aguardente de cana (ml) por animal
do GE e de 4gua nos animais do GC e aferido o peso (g) e
comprimento focinho-anus (cm) e ingestdo de ragdo dos
animais de ambos os grupos.

Apo6s 120 dias os ratos foram submetidos a eutanasia por
administra¢do de Acepran (1,26 ml/Kg) + Xilazina-2% (0,42
ml/Kg) e Atropina-1% (0,22 ml/Kg) por inje¢do intramuscular
na face medial da coxa'®. Depois de verificada a auséncia de
dor, foi realizada a laparotomia para retirada do duodeno,
considerando a porgao a partir do piloro gastrico até a regiao
onde se inicia o jejuno.

Amostras do duodeno de sete animais de cada grupo foram
submetidas a microdissecagdo em microscopio estereoscopio
para a obtencdo de preparados totais de membrana, que foram
corados de acordo com a técnica de Giemsa's. Posteriormente
foram desidratados em série crescente de alcodis e diafanizados
em xilol para realizar a montagem entre ldmina e laminula
com Balsamo do Canada.

Para a analise morfométrica dos neurdnios mientéricos foi
utilizada a documentagdo fotografica por meio do programa
de captura de imagens Image Plus 2.0, com auxilio de
microscopio de luz MOTIC com camera acoplada em objetiva
de 40X, capturando 75 imagens por animal, divididas em 25
imagens para cada regido intermedidria e antimesentérica
(I-A-I) da circunferéncia intestinal. Foram mensurados o
nucleo e pericario de 150 neurdnios por regido de cada animal
no programa de analise de imagens Image Plus 2.0.

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do
Software STATISTICA, versao 7. A distribui¢ao normal dos
dados foi verificada com o teste Kolmogorov-Smirnov (K-S)
com nivel de significancia de 5%. Para andlise da diferenca
entre os resultados foi aplicado o Teste t (Student) com nivel
de significancia de 5%. Os resultados foram expressos como
média e desvio padrdo da média.

3 Resultados e Discussao

Em relacdo a ingestdo liquida dos animais, observou-se
que os animais experimentais ingeriram menos que os animais
do grupo controle, diferenca esta significativa (p=0,00002).

Na ingesta so6lida os animais do GE também consumiram
significativamente menos ragdo que os animais do GC
(p=0,0005).

Verificamos que durante o periodo de estudo os animais
do GC apresentaram crescimento corporal maior que o0s
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animais do GE, sendo que esta diferenca foi significativa
estatisticamente (p=0,02).

O GC apresentou ao final do tratamento 494,55+15,5¢g
de peso corporal, ja o GE apresentou 447,98+19,03g de peso
corporal, isso representa uma diferenca de 10,4% no peso dos
animais do GC em relagdo ao GE (p=0,0004).

A analise morfométrica mostrou que os animais
alcoolizados apresentaram reducdo de 40,6% na area do
pericario (p=0.0005), 70,5% na area do ntcleo ( p=0,000002)
e 26% na area do citosol (p=0,00003).

A ma nutrigdo estd intimamente relacionada a questdo
do alcoolismo, primeiramente porque o etanol substitui
as calorias da dieta, dando falsa sensagdo de saciedade, o
que diminui a ingestdo de alimentos. No entanto, alguns
autores consideram suas calorias como vazias por no serem
acompanhadas de vitaminas e sais minerais, ¢ parecem nao
ser aproveitadas para crescimento corporal, interferindo no
desenvolvimento do organismo'®. Neste estudo os animais
submetidos a ingestao cronica de etanol apresentaram menor
ingestdo de ragdo, menor peso e comprimento corporal. A
menor ingestdo de alimento nos animais alcoolizados altera a
farmacocinética do alcool, resultando em maior permanéncia
do etanol no organismo o que significa maior exposigdo dos
orgaos e toxicidade aumentada, interferindo no metabolismo
normal dos orgdos expostos ao etanol, especialmente os
do tubo digestorio, que sdo os primeiros a ter células que
recebem altas doses de etanol'®. A ma absorgdo de nutrientes
interfere no ganho de peso dos animais, porém, devido ao seu
alto teor energético ndo chega a causar estado de desnutrigao,
a sensagdo de saciedade causada pelo etanol, promove menor
consumo de alimentos, e ainda interfere diretamente no
metabolismo de macromoléculas essenciais, o que leva os
alcoolistas a apresentar diminui¢do de sua massa corporal
como resultado do déficit nutricional'®.

O estado nutricional ¢ determinado pelo suprimento
de nutrientes e pela utilizagdo destes pelo organismo'’. Os
quadros de ma nutri¢do causados pelo alcoolismo podem
interferir na satde geral do individuo e favorecer a instalagéo ¢
agravamento de diversas patologias'®, resultando em prejuizo
funcional levando a ma absor¢do, ma digestdo e prejuizo aos
processos de detoxicacdo. Sua agdo toxica direta provoca
alteragdes hepaticas, insuficiéncia pancreatica e deficiéncia de
enzimas intestinais o que agrava o estado de ma nutrigdo®.

Os resultados mostram que o etanol exerceu efeitos
toxicos sobre os neurdnios mientéricos do duodeno de
ratos alcoolizados, modificando o perfil destas células, com
alteragdes na area de todas as regides celulares (pericario,
nucleo e citoplasma).

Estes resultados sao semelhantes aos encontrados em outros
estudos com ratos diabéticos® e com ratos desnutridos*’. A
acdo lesiva do etanol pode estar relacionada a agdo direta de
seus metabolitos ou a absor¢do de endotoxinas do intestino,
decorrente da redugdo da barreira intestinal induzida pelo etanol*.
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O etanol ¢ uma molécula que atravessa facilmente
as membranas celulares, sendo degradado no citosol em
acetaldeido, e este em acetato, que sdo compostos toxicos
para as células, especialmente quando ha acimulo destes no
citoplasma, como ocorre nos casos de alcoolismo cronico®. O
acetaldeido pode formar complexos com diferentes moléculas,
especialmente com proteinas, o que pode alterar o metabolismo
celular, comprometendo fungdes celulares vitais**.

Além de se combinar com proteinas, o acetaldeido ¢ um
metabolito capaz de provocar a quebra da dupla fita de DNA?,
o que pode ter favorecido a redugao significativa (70,5% sendo
p=0,000002) na area do nucleo dos neurdnios mientéricos nos
animais alcoolizados. O nticleo é o centro de controle das
atividades metabdlicas da célula®®, e o tamanho do nucleo esta
diretamente relacionado ao metabolismo celular?’.

Durante o consumo crdnico do alcool, o transporte ativo de
diversas substancias ¢ afetado, provavelmente devido a inibigao
de ATPase do epitélio intestinal, implicando possiveis prejuizos
ao transporte ativo de nutrientes como a tiamina, glicose e
aminoacidos®*, o que pode ter contribuido para reduzir a
area do citosol e consequentemente do pericario. Observagdes
semelhantes foram feitas por outros pesquisadores na mesma
condigdo experimental de alcoolismo crénico’*2.

A medida que o efeito toxico do etanol e seus metabolitos
agem provocando desnutri¢cao, ocorre 0 comprometimento das
fungdes de absor¢do de nutrientes'>3. Pode existir o déficit
de micronutrientes, independente da redugdo da ingestdo
energética, pela simples adi¢do de alcool a injestdo energética
usual®*. Com menor disponibilidade de nutrientes, os neuronios
do GE ndo acompanharam a manutencdo de area observada
no GC. A ingestao de alcool afeta as membranas plasmaticas
e organelas celulares devido a alteragdes no metabolismo de
lipidios, carboidratos e proteinas, predispondo os tecidos as
injurias®.

Estas alteracdes no metabolismo celular dos neurdnios
podem provocar a redugdo em diferentes regides celulares,
como também a reducdo no aporte e sintese de proteinas, além
de alteragoes estruturais dos diversos 6rgdos que compdem o
sistema digestorio, podendo resultar em alteragdes do transito
intestinal, constipagdo, inflamagdes ¢ diarréia®->’.

Ha4 estudos que relatam a existéncia de relagdo entre o tipo
e o grau de deficiéncia nutricional e a severidade das alteracdes
morfologicas, bioquimicas e funcionais induzidas®. Permite-
se sugerir que os neurdnios do grupo alcoolizados sofreram
um processo de readaptagdo, modulando seu metabolismo
frente a exposicdo toxica do etanol. Estudos mostram que
cada regido da circunferéncia intestinal pode responder de
forma diferente a condi¢do adversa imposta aos animais'?,
assim como cada regido celular.

O fato de o duodeno ser a primeira regido do intestino
a receber o etanol, pode ter favorecido para que os efeitos
toxicos desta droga tenham sido bastante significativos na
morfometria dos neurénonios mientéricos desta regido.
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4 Conclusao

O consumo cronico de aguardente de cana, fornecida

a ratos adultos, durante 16 semanas, provocou a redugdo

do pericario, nucleo e citosol de neurdnios mientéricos na

regidao do duodeno, comprovando o efeito toxico do etanol na
morfometria destas células nesta regido intestinal.
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