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RESUMO

A doenga hepatica associada ao alcool (DHA) é uma importante causa de morbidade e
mortalidade, estando relacionada a alteragdes metabolicas, estresse oxidativo ¢ danos
hepaticos decorrentes do consumo excessivo de etanol. O metabolismo do alcool favorece a
formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), contribuindo para o desequilibrio redox e
o desenvolvimento de lesdes hepaticas. Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo
avaliar se o intervalo entre a ultima administragdo de etanol e a eutanasia influencia o perfil
metabolico e redox de camundongos C57BL/6 submetidos ao consumo prolongado de etanol.
Os animais foram distribuidos em grupos Controle e Etanol, sendo eutanasiados 5 ou 12 horas
apds a ultima administragdo. Foram avaliados os niveis séricos de glicose, triglicerideos,
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), além dos biomarcadores
hepaticos de estresse oxidativo, substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) e
atividade da catalase, bem como alteracdes histopatologicas hepdticas. Os resultados
demonstraram auséncia de diferencas significativas nos niveis séricos de glicose,
triglicerideos, ALT e AST entre os grupos experimentais nos dois tempos avaliados. Em
contrapartida, observou-se aumento significativo dos niveis de TBARS e da atividade da
catalase no grupo Etanol apds 5 horas da ultima administragdo, indicando aumento transitorio
do estresse oxidativo hepatico e ativacdo da resposta antioxidante. Apos 12 horas, esses
parametros ndo diferiram do grupo Controle. A andlise histopatologica ndo revelou alteracdes
significativas associadas ao consumo de etanol. Conclui-se que o consumo prolongado de
etanol induziu alteragdes redox hepaticas transitorias, sem promover alteragdes metabolicas
sistémicas, aumento dos marcadores séricos de lesdo hepatocelular ou alteragdes
histopatologicas detectaveis nos periodos analisados.

Palavras-chave: doenga hepatica associada ao alcool; alteragdes metabdlicas; estresse
oxidativo; lesdo hepatica.



ABSTRACT

Alcohol-associated liver disease (ALD) is a major cause of morbidity and mortality and is
associated with metabolic alterations, oxidative stress, and liver damage resulting from
excessive ethanol consumption. Ethanol metabolism promotes the formation of reactive
oxygen species (ROS), contributing to redox imbalance and the development of liver injury.
In this context, the present study aimed to evaluate whether the interval between the last
ethanol administration and euthanasia influences the metabolic and redox profile of C57BL/6
mice subjected to prolonged ethanol consumption. The animals were divided into Control and
Ethanol groups and euthanized 5 or 12 hours after the last administration. Serum levels of
glucose, triglycerides, alanine aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST)
were evaluated, in addition to hepatic oxidative stress biomarkers, thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and catalase activity, as well as hepatic histopathological alterations.
The results showed no significant differences in serum glucose, triglycerides, ALT, or AST
levels between the experimental groups at either time point. In contrast, a significant increase
in TBARS levels and catalase activity was observed in the Ethanol group 5 hours after the last
administration, indicating a transient increase in hepatic oxidative stress and activation of the
antioxidant response. After 12 hours, these parameters did not differ from the Control group.
Histopathological analysis revealed no significant alterations associated with ethanol
consumption. In conclusion, prolonged ethanol consumption induced transient hepatic redox
alterations without promoting systemic metabolic changes, increasing serum markers of
hepatocellular injury, or detectable histopathological alterations during the evaluated periods.

Keywords: alcohol-associated liver disease; metabolic alterations; oxidative stress; liver
injury.
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1. INTRODUCAO

O consumo de alcool esta historicamente associado a cultura humana, sendo
amplamente utilizado em contextos sociais e recreativos. Entretanto, o aumento do consumo
de bebidas alcodlicas tem contribuido significativamente para a elevagdao das taxas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (Hyun et al., 2021). O etanol ¢ uma das
substancias psicoativas mais consumidas globalmente, e seu uso cronico esta fortemente
relacionado ao desenvolvimento da doenca hepatica associada ao alcool (DHA), caracterizada
por um espectro progressivo de lesdes hepaticas que inclui esteatose, hepatite alcodlica,

fibrose e cirrose (Gao; Bataller, 2011; Rehm et al., 2013).

O figado ¢ o principal 6rgdo responsavel pela metabolizagdo do etanol, sendo
particularmente suscetivel aos efeitos toxicos do consumo prolongado de 4lcool (Cederbaum,
2012). Durante o consumo cronico, ocorre maior participacao de vias metabodlicas associadas
a isoenzima CYP2EI, favorecendo a formacdo de espécies reativas de oxigé€nio e outros
compostos citotoxicos, capazes de intensificar o estresse oxidativo e contribuir para o
desenvolvimento de lesdes hepatocelulares (Guengerich, 2020; Mincis; Mincis, 2011). Além
disso, este consumo crénico pode comprometer os sistemas antioxidantes endogenos,
promovendo redugdo progressiva da glutationa e de outras defesas antioxidantes celulares

(Chidiac et al., 2023).

O aumento do estresse oxidativo induzido pelo etanol esta associado ao agravamento
da lesdo hepatica, favorecendo danos as proteinas, lipidios e acidos nucleicos (Hoek;
Pastorino, 2002; Louvet; Mathurin, 2015). Além disso, o consumo prolongado de alcool estd
relacionado a elevacdo de enzimas séricas hepaticas, como ALT (alanina aminotransferase),
AST (aspartato aminotransferase) e GGT (gama-glutamil transferase), além do
desenvolvimento de alteragdes histoldgicas caracteristicas, incluindo esteatose hepatica,
balonizacdo hepatocelular, infiltrado inflamatorio e fibrose, que contribuem para a progressao

da lesdo hepatica associada ao alcool (Letkowitch, 2005; Gao; Tsukamoto, 2016).

Nesse contexto, modelos experimentais em camundongos tém sido amplamente
utilizados na investigagdo da doenca hepdtica associada ao alcool, por permitirem a
reproducdo de alteragcdes metabolicas, bioquimicas e histopatologicas induzidas pelo etanol
(Bertola et al., 2013). Esses modelos possibilitam a avaliagao dos efeitos do consumo cronico
de etanol sobre o metabolismo hepatico, o estresse oxidativo e a integridade celular, além de

contribuirem para a compreensao da progressdo das alteragdes hepaticas ao longo do tempo.



Diante disso, torna-se relevante investigar os efeitos do consumo prolongado de etanol
sobre o figado em diferentes intervalos apds a ultima administragdo, especificamente 5 ¢ 12
horas, por meio da andlise de parametros bioquimicos séricos e indicadores de estresse

oxidativo hepatico.

A hipotese deste trabalho € que o consumo prolongado de etanol promove alteragdes
metabolicas e redox no figado de camundongos C57BL/6, cuja magnitude depende do tempo
decorrido entre a ultima exposi¢do ao etanol e a coleta das amostras. Assim, espera-se que os
animais avaliados 5 e 12 horas apos a ultima administracdo apresentem perfis distintos de

resposta hepatica, especialmente em relagdo aos marcadores de estresse oxidativo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Epidemiologia do etilismo

O etilismo constitui um importante problema de saude publica global devido a sua
elevada associagdo com morbidade e mortalidade. Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS), o consumo de alcool foi responsavel por aproximadamente 2,6 milhdes de mortes em
2019, representando 4,7% de todas as mortes mundiais. Estima-se, ainda, que cerca de 400
milhdes de individuos apresentem transtornos relacionados ao uso de alcool, dos quais

aproximadamente 209 milhdes vivem com dependéncia alcoodlica (Who, 2024).

A carga global de doengas atribuiveis ao alcool afeta de maneira desproporcional a
populagdo masculina. Em 2019, aproximadamente 2 milhdes de mortes relacionadas ao
consumo de alcool ocorreram entre homens, correspondendo a 6,9% dos anos de vida
ajustados por incapacidade (DALYs), enquanto entre as mulheres foram registradas cerca de
0,6 milhdo de mortes e 2,0% dos DALYs. Além disso, individuos jovens também representam
um grupo significativamente vulneravel, sendo que cerca de 13% das mortes registradas entre

pessoas de 20 a 39 anos foram atribuidas ao consumo de alcool (Who, 2024).

Além da elevada prevaléncia mundial, os padrdes de consumo de alcool também
representam importante fator associado ao desenvolvimento de doengas relacionadas ao
etanol. Dados da Organizagdo Mundial da Satde demonstram que o consumo médio entre
individuos consumidores corresponde a aproximadamente 27 g de alcool puro por dia,
estando associado ao aumento significativo da ocorréncia de doencas e 6bitos. Em 2019, cerca
de 17% da populacio mundial com 15 anos ou mais apresentou episddios de consumo
excessivo de alcool (“binge drinking”), enquanto o consumo pesado continuo foi

particularmente prevalente entre individuos do sexo masculino (Who, 2024).

Embora ndo exista consenso internacional acerca da quantidade de alcool considerada
prejudicial, evidéncias demonstram que o consumo didrio de 30 a 50 g de alcool por periodos
superiores a cinco anos pode contribuir para o desenvolvimento da doenga hepatica alcodlica.
A esteatose hepatica pode ocorrer em aproximadamente 90% dos individuos que consomem
mais de 60 g de alcool por dia, enquanto a cirrose hepatica pode desenvolver-se em cerca de
30% dos individuos submetidos ao consumo prolongado superior a 40 g/dia (Bhaumik;

Chaudhuri, 2024).
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O consumo cronico de 4alcool esta associado ao desenvolvimento de diversas
alteracdes sistémicas e doencas cronicas, incluindo cancer, doengas cardiovasculares ¢
distarbios do trato digestorio (Corrao et al., 2004). Entretanto, o figado destaca-se como um
dos principais orgaos afetados pela exposi¢ao prolongada ao etanol, principalmente por ser o
primeiro O0rgdo exposto ao alcool apds absorvido pelo trato gastrointestinal, por meio da
circulacao porta, além de representar o principal local de metabolizagao do etanol (Osna et al.,

2022).

Dessa forma, o consumo cronico e excessivo de alcool pode comprometer a fungao
hepatica normal e promover danos estruturais progressivos, contribuindo para o
desenvolvimento da doenca hepatica associada ao dlcool (DHA). O espectro de lesdes
hepaticas relacionadas ao etanol inclui esteatose, esteato-hepatite, fibrose, cirrose e carcinoma

hepatocelular (Osna et al., 2022).

2.2 Metabolismo do etanol

O etanol ¢ absorvido principalmente pelo trato gastrointestinal, sendo a taxa de
absor¢do influenciada por fatores como a quantidade ingerida, a concentracdo alcoolica da
bebida, a interacdo com medicamentos e a presenca de alimentos no estdmago, os quais
podem retardar o processo digestivo e modificar a velocidade de absor¢ao (Papalimperi et al.,
2019). Apds a absorcdo, aproximadamente 95% do etanol ¢ metabolizado pelo figado,
enquanto cerca de 5% ¢ excretado de forma inalterada pelos pulmdes, urina e suor

(Papalimperi et al., 2019).

O figado desempenha papel central no metabolismo do etanol devido a elevada
concentragcdo de enzimas metabolizadoras (Mincis; Mincis, 2011). A metaboliza¢do hepatica
do etanol ocorre principalmente por meio de trés vias enzimaticas: a dlcool desidrogenase
(ADH), considerada a principal enzima envolvida nesse processo, o sistema microssomal
oxidativo do etanol (MEOS), associado principalmente ao citocromo P450 2E1 (CYP2E1), e
a catalase, que atuam como vias alternativas de menor participagdo relativa.
Independentemente da via envolvida, a etapa inicial do metabolismo do etanol resulta na
formagao de acetaldeido, um composto altamente reativo e toxico, posteriormente convertido
em acetato pela acdo da enzima aldeido desidrogenase (ALDH), especialmente pela isoforma

mitocondrial ALDH2, considerada a principal responsavel pela oxidacdo do acetaldeido no



12

figado (Cederbaum, 2012; Contreras-Zentella et al., 2022; Jiang et al., 2020; Mincis; Mincis,
2011).

A élcool desidrogenase (ADH), altamente expressa nos hepatocitos, catalisa a
oxidagdo do etanol em acetaldeido, o qual, posteriormente, ¢ transportado para as
mitocondrias e convertido em acetato pela acdo da aldeido desidrogenase (ALDH) (Li et al.,
2015). As reagoes catalisadas por ADH e ALDH utilizam NAD® (nicotinamida adenina
dinucleotideo na forma oxidada) como cofator, promovendo sua redugdo a NADH
(nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) e alterando a razao NAD'/NADH celular, o
que interfere no equilibrio redox hepatico e em diversas vias metabdlicas dependentes de

NAD" (Cederbaum, 2012).

Segundo Krebs et al. (1969), o aumento da razao NADH/NAD" ¢ considerado um
importante fator nas alteracdes do metabolismo hepatico de carboidratos associadas ao
consumo cronico de alcool, estando relacionado a inibicdo da gliconeogénese hepatica e
podendo contribuir para quadros de hipoglicemia, especialmente em individuos submetidos

ao alcoolismo crénico, desnutri¢do ou jejum.

Além dos efeitos sobre o metabolismo dos carboidratos, o etanol também
promove importantes alteragdes no metabolismo lipidico hepatico. O figado
desempenha papel fundamental na homeostase dos lipidios, participando da captacao,
sintese, oxida¢do, armazenamento e exportacao de acidos graxos. A manutencdo do
equilibrio entre essas vias ¢ essencial para o funcionamento adequado do 6rgao, uma
vez que alteragdes nesses processos podem favorecer o actimulo de lipidios nos
hepatocitos e contribuir para o desenvolvimento de lesdes hepaticas. Apos sua captacao
pelo figado, os 4cidos graxos podem ser direcionados para a -oxidagdo, utilizada para
producdo de energia, armazenados na forma de triglicerideos ou exportados para a
circulagdo associados as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) (Badmus et

al., 2022; Nguyen et al., 2008).

Nesse contexto, o metabolismo do etanol interfere diretamente na regulacao
dessas vias, promovendo alteragdes que favorecem o acimulo de lipidios no figado
(Jeon; Carr, 2020). Entre os principais mecanismos envolvidos, destaca-se a inibi¢ao da
B-oxidacdo mitocondrial dos acidos graxos. Além dos efeitos toxicos diretos sobre as

mitocondrias, a metabolizagdo do etanol promove aumento da razio NADH/NAD’,
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alterando o estado redox celular e reduzindo a utilizagdo dos acidos graxos como fonte
energética. Como consequéncia, ocorre favorecimento do acumulo de triglicerideos nos
hepatdcitos, contribuindo para o desenvolvimento da esteatose hepatica (Jeon; Carr,

2020).

Além das alteracdes na B-oxidacdo, o etanol também compromete a exportacao
hepatica de triglicerideos. Em condigdes fisioldgicas, os hepatdcitos empacotam lipidios
neutros em particulas de VLDL, processo que contribui para evitar o acimulo excessivo de
triglicerideos intracelulares. Entretanto, o etanol pode comprometer a montagem e a secre¢ao
dessas lipoproteinas ao reduzir a sintese de apolipoproteina B100 (apoB100) e a atividade da
proteina de transferéncia de triglicerideos microssomal, prejudicando a exportagdo lipidica e
favorecendo a reten¢do de gordura no tecido hepatico (Jeon; Carr, 2020). Paralelamente as
alteragdes no metabolismo lipidico, o metabolismo do etanol também resulta na formagao de

metabolitos reativos, entre os quais se destaca o acetaldeido (Cederbaum, 2012).

O acetaldeido formado durante o metabolismo do etanol consiste em um metabdlito
altamente reativo, associado a danos teciduais. Em condi¢des fisiologicas, a capacidade da
ALDH em oxidar o acetaldeido geralmente excede sua producao, mantendo baixos os niveis
circulantes desse composto. Entretanto, o consumo crénico de alcool favorece tanto o
aumento da producdo de acetaldeido quanto a reducdo de sua oxidagdo, em decorréncia da
diminui¢do da atividade da ALDH?2, associada ao comprometimento da fungdo mitocondrial,
resultando no actmulo desse composto e na intensificacdo de seus efeitos toxicos

(Cederbaum, 2012).

Além da via principal mediada pela ADH, outras enzimas também participam da
metabolizacdo do etanol. Os hepatocitos apresentam elevada atividade da enzima catalase,
localizada nos peroxissomos e responsavel pela degradagdo do perdxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. Em determinadas condigdes, essa enzima também pode atuar na oxidacdo do
etanol, utilizando o peroxido de hidrogénio como substrato e gerando acetaldeido

(Cioarca-Nedelcu; Atanasiu; Stoian, 2021).

Por sua vez, isoenzimas do citocromo P450, especialmente a CYP2E1, também
participam da oxidagdo do etanol no figado. Localizadas predominantemente no reticulo
endoplasmatico dos hepatdcitos, essas isoenzimas integram o sistema microssomal oxidativo

do etanol (MEOS). Embora a ADH represente a principal via de metabolizag¢do do etanol em
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condi¢cdes fisiologicas, o CYP2E1 ¢ induzido pelo consumo cronico de alcool e passa a
exercer papel importante na conversdo do etanol em acetaldeido, especialmente em

concentracgoes elevadas de etanol (Zakhari, 2006).

O aumento da atividade do CYP2E1 apods o consumo cronico de alcool ocorre
principalmente devido a reducdo da degrada¢do da enzima, favorecendo seu acimulo nos
hepatocitos, e ndo pelo aumento de sua producdo. Durante a metabolizacao do etanol pela via
do MEOS, ocorre a conversao de NADPH e O: em NADP' e H-0, processo associado a
formag¢do de espécies reativas de oxigénio. Nesse contexto, o CYP2EI exerce papel
importante na indugdo da peroxidacao lipidica, oxidacdo e nitracdo de proteinas (Tan; Yates;

Lilly; Dhanda, 2020).
2.3 Estresse oxidativo e etanol

Segundo Helmut Sies e Dean Jones (2007), o estresse oxidativo caracteriza-se por um
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, em favor dos oxidantes, promovendo alteragdes

na sinalizagdo e no controle redox celular, além de possiveis danos moleculares.

Os radicais livres, que sdo oxidantes, constituem um grupo de espécies reativas
caracterizado pela presenca de elétrons desemparelhados, caracteristica associada a elevada
instabilidade e reatividade quimica (Li et al., 2015). Em sistemas biologicos, as espécies
reativas podem ser classificadas em espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas
de nitrogénio (ERNs). As espécies reativas de oxigénio incluem moléculas radicalares e nao
radicalares, o radical superoxido, o radical hidroxila e o perdéxido de hidrogénio. J4 as
espécies reativas de nitrogénio compreendem compostos derivados do o6xido nitrico,

produzidos por diferentes vias celulares (Li et al., 2015).

Devido ao seu elevado potencial oxidativo, as EROs e ERNs podem induzir
peroxidagdo lipidica, promover danos ao DNA e oxidar diferentes biomoléculas presentes em
membranas e tecidos bioldgicos, contribuindo para lesdes celulares. Entretanto, em condigdes
fisiologicas, o organismo possui sistemas antioxidantes capazes de neutralizar parcialmente
essas espécies reativas, contribuindo para a manuten¢ao da homeostase celular (Li et al.,

2015).

Nesse contexto, os eventos patogénicos associados ao consumo de etanol estdo

diretamente relacionados as suas vias de metaboliza¢do e a formacgao de acetaldeido, primeiro
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produto gerado durante sua oxidacdo hepatica. O metabolismo do etanol ocorre
principalmente por meio da alcool desidrogenase (ADH), porém em consumo cronico ha a
inducdo de maior atividade do sistema microssomal oxidativo do etanol (MEOS), dependente
do citocromo P450 2E1 (CYP2EI). A indug¢do do MEOS acelera a conversdo do etanol em
acetaldeido e favorece a producdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo radicais etoxi,
hidroxietil, acetil, superoxido e hidroxila, além de peréxido de hidrogénio, contribuindo para

lesdes celulares e hepaticas (Teschke, 2018).

Além da geracao de espécies reativas, o consumo cronico de etanol favorece um ciclo
continuo de dano celular associado ao acetaldeido. A indugcdao do MEOS aumenta a conversao
do etanol em acetaldeido, elevando suas concentragdes hepaticas. O acimulo desse metabolito
compromete fungdes mitocondriais, incluindo a atividade da aldeido desidrogenase
mitocondrial (ALDH2), responsavel pela sua detoxificagdo. Como consequéncia, ocorre
maior acumulo intracelular de acetaldeido, estabelecendo um ciclo de retroalimentagao

associado ao agravamento do dano hepatico (Teschke, 2018).

Dessa forma, os antioxidantes desempenham papel importante na reducao do estresse
oxidativo, atuando tanto na inibicdo de enzimas produtoras de radicais livres, como xantina
oxidase ¢ NAD(P)H oxidase, quanto no aumento da expressdo e atividade de enzimas
antioxidantes, incluindo glutationa peroxidase, catalase e superoxido dismutase, conforme

descrito por Chaudhary ef al. (2023).

As defesas antioxidantes enzimaticas atuam na neutralizagdo das EROs por meio de
diferentes sistemas celulares, sendo essenciais para a manutengdo da homeostase redox em
condi¢des fisiologicas normais (Halliwell, Gutteridge, 2015). Entre essas enzimas,
destacam-se a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx),
responsaveis pela desintoxicacao de radicais livres de oxigénio (Birben et al., 2012). A SOD
catalisa a dismutacdo do radical superdéxido em peroxido de hidrogénio, o qual ¢
posteriormente decomposto em agua e oxigénio pela CAT e/ou pela GPx, prevenindo o

acumulo de EROs e reduzindo os danos oxidativos celulares (Ighodaro; Akinloye, 2018).

A CAT ¢ considerada uma das principais enzimas antioxidantes dos organismos
aerobicos, desempenhando papel fundamental na protecao celular contra o estresse oxidativo
devido a sua elevada capacidade de decompor o perdxido de hidrogénio. Esse processo ocorre
por meio de reagdes de oxidorredugdo em duas etapas, nas quais o perdxido de hidrogénio ¢

convertido em agua e oxigénio molecular, impedindo seu acimulo intracelular e a formagao
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de espécies altamente reativas. Como mencionado anteriormente, a CAT também participa da
metabolizacdo do etanol por meio de sua oxida¢do em acetaldeido, embora sua contribui¢ao
para essa via seja menor quando comparada a ADH e ao sistema MEOS. Dessa forma, a CAT
exerce importante papel na protecdo de diferentes tecidos contra danos oxidativos induzidos

pelo excesso de EROs (Apel; Hirt, 2004; Contreras-Zentella et al., 2022).
2.4 Lesao hepatica

A doenca hepatica associada ao alcool (DHA) corresponde a uma das principais
causas de doenca hepatica cronica no mundo, estando diretamente relacionada ao consumo
excessivo e prolongado de etanol. A DHA apresenta um espectro progressivo de alteragdes
hepaticas, iniciando-se frequentemente com a esteatose hepatica alcodlica, caracterizada pelo

acumulo de triglicerideos nos hepatocitos (Mackowiak ef al., 2024; Osna et al., 2022).

Em alguns individuos, a progressdo da doenca pode levar ao desenvolvimento de
esteato-hepatite alcoodlica, condicdo associada a inflamagdo hepatica, lesdo hepatocelular e
balonizagdo dos hepatocitos. A persisténcia da lesdao hepatica e da inflamagao pode promover
a progressao da fibrose para cirrose, estagio avangado da doenca hepatica, podendo ainda
aumentar o risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em fases mais graves. Além
disso, formas agudas da doeng¢a, como a hepatite alcodlica, podem ocorrer tanto na presenga
quanto na auséncia de cirrose, estando associadas a insuficiéncia hepatica e elevada

mortalidade (Seitz et al., 2018; Singal et al., 2019).

O metabolismo do etanol promove alteracdes no estado redox intracelular,
contribuindo para o desenvolvimento da doenga hepatica associada ao alcool. O aumento
intracelular da razdio NADH/NAD’, decorrente da metabolizagdo do etanol pelas enzimas
alcool desidrogenase (ADH) e aldeido desidrogenase (ALDH), inibe a oxidacdo de acidos
graxos ¢ favorece o acumulo de triglicerideos nos hepatocitos. Além disso, alteragdes na
sintese e exportagdo lipidica contribuem para o desenvolvimento da esteatose hepdtica,

considerada uma das alteragcdes mais precoces da DHA (Jiang et al., 2020).

O consumo cronico de etanol também esta associado ao aumento do estresse oxidativo
intracelular, principalmente pela inducdo do CYP2EI, capaz de favorecer a formacao de
espécies reativas de oxigénio. Como consequéncia, ocorre intensificagdo da peroxidagdo
lipidica, processo que promove danos as membranas celulares e formacdo de aldeidos

reativos, como malondialdeido (MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE). Além disso, a DHA esta
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associada a reducdo das defesas antioxidantes hepdaticas, especialmente da glutationa,

contribuindo para o agravamento da lesdao hepatocelular (Jiang et al., 2020).

Do ponto de vista histopatologico, a DHA caracteriza-se por alteragdes morfologicas
que variam conforme o estagio da doenca, sendo a esteatose hepatica uma das manifestagdes
mais frequentes e considerada potencialmente reversivel nas fases iniciais da doenca
(Maheshwari et al, 2024). A esteatose pode apresentar padrdo microvesicular ou
macrovesicular, caracterizado pelo acimulo de goticulas lipidicas nos hepatdcitos,

frequentemente com predominio do padrao macrovesicular (Theise, 2013).

Com a progressao da lesdao hepatica, podem ser observados hepatdcitos balonizados,
corpos de Mallory-Denk, necrose hepatocelular e infiltrado inflamatorio lobular, composto
principalmente por linfocitos e neutrdfilos, caracteristicas frequentemente associadas a
hepatite alcodlica. A persisténcia do processo inflamatério e do dano hepatocelular pode
favorecer o desenvolvimento de fibrose e cirrose hepatica (Maheshwari et al., 2024; Patel,

Mueller, 2023).



3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

Avaliar se os intervalos de 5 € 12 horas entre a ultima administracao de etanol e
a eutandsia para coleta das amostras bioldgicas modula o perfil metabolico sérico e o
perfil redox hepatico de camundongos C57BL/6 submetidos ao consumo prolongado de

etanol.
3.2 Objetivos especificos:
1) Determinar os niveis séricos de triglicerideos e glicose;
i1) Avaliar marcadores de lesao hepatica (ALT e AST);
1i1) Avaliar o biomarcador de dano oxidativo hepatico (TBARS);
iv) Avaliar a atividade da enzima catalase;

v) Avaliar a histopatologia do figado.
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4. METODOLOGIA
4.1 Animais e condi¢des experimentais

A pesquisa consistiu em um estudo pré-clinico utilizando amostras de figado coletadas
de camundongos machos da linhagem C57BL/6, com 8 a 12 semanas de idade e peso entre 25
e 30 g, provenientes do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto. Os
animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada (22 + 2 °C), com livre
acesso a ragao padrao e agua. Este estudo integrou um projeto maior intitulado “Investigacdo
da associagdo do consumo cronico de etanol no curso temporal da hepatotoxicidade induzida
pelo paracetamol”, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Ouro Preto (CEUA/UFOP) (ANEXO A), sob o protocolo n® 5848080524,
seguindo as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao

Animal (CONCEA).
4.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos experimentais:
° Grupo Controle (C): recebeu agua por gavagem orogastrica durante 15 dias;
° Grupo Etanol (E): recebeu solu¢do de etanol (10 mL/kg) por gavagem

orogastrica, uma vez ao dia, durante 15 dias.

Foram adotados dois delineamentos experimentais, diferenciados pelo intervalo entre a
ultima administracdo de etanol e a eutanasia para coleta das amostras biologicas. No primeiro
delineamento, os animais foram eutanasiados 5 horas apos a ultima administracdo de etanol
(Controle: n = 7; Etanol: n = 7). No segundo delineamento, a eutanasia foi realizada 12 horas
apods a ultima administragdo (Controle: n = 10; Etanol: n =9).

A escolha dos intervalos de 5 e 12 horas entre a ultima administra¢do de etanol ¢ a
eutandsia teve como objetivo avaliar respostas em diferentes momentos apos a exposi¢ao ao
etanol. O periodo de 5 horas foi selecionado por representar um momento mais proXimo aos
eventos decorrentes da metabolizacdo do etanol, enquanto o intervalo de 12 horas permitiu
avaliar a persisténcia ou possivel recuperacao das alteragdes metabolicas e oxidativas apos um
periodo mais prolongado da Gltima administracao.

Modelos experimentais de exposi¢do cronica ao etanol em roedores sdo amplamente
utilizados para investigacao das alteracdes metabolicas e hepdaticas associadas ao consumo de

alcool (Lieber; DeCarli, 1989; Bertola et al., 2013). No presente estudo, foi adotado um
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esquema progressivo de administracio da concentragdo de etanol como estratégia

experimental para adaptacao gradual dos animais a exposi¢do alcoolica.

No delineamento de 5 horas, os animais do grupo Etanol receberam etanol por
gavagem orogastrica durante 15 dias, em esquema progressivo, utilizando soluc¢do a 20% nos
primeiros 7 dias, 30% nos 7 dias subsequentes e dose final a 50% no 15° dia. O grupo
Controle recebeu agua, em volume equivalente, pela mesma via e durante o mesmo periodo
experimental. As administragdes foram realizadas diariamente as 6h, exceto no 15° dia,
quando a ultima gavagem foi antecipada para as 4h. Cinco horas ap6s a ultima gavagem, foi
realizada a eutandsia para coleta das amostras bioldgicas e posterior realizacdo das andlises

experimentais.

No delineamento correspondente a eutandsia de 12 horas, os animais do grupo Etanol
receberam etanol por gavagem orogastrica durante 15 dias, seguindo o mesmo esquema
progressivo anteriormente descrito. O grupo Controle recebeu dgua, em volume equivalente,
pela mesma via e durante o mesmo periodo experimental. Nesse delineamento, as
administracoes foram realizadas diariamente as 20h. No 16° dia, a eutanasia foi iniciada as 8h,
correspondendo a 12 horas ap6s a ultima administragdo de etanol, para coleta das amostras
biologicas e posterior realizacdo das analises experimentais. Em ambos os delineamentos, os

animais ficaram em jejum por 3 horas antes da eutanasia.
4.3 Coleta do material biologico

Os animais foram submetidos a anestesia inalatoria com Isoflurano na concentracao de
3-4% em mistura de ar/O-, pelo fato deste anestésico ndo causar alteracdes na expressao da
isoenzima CYP2E1 (Plate et al., 2005). A profundidade anestésica foi confirmada pela

auséncia de reflexos e redugao do ténus muscular.

Em seguida, os animais foram submetidos a eutandsia por exsanguinagdo, sendo
realizada coleta sanguinea por puncdo cardiaca. O sangue obtido foi centrifugado a 3.000x g,

durante 10 minutos, a 4 °C, para obteng¢do do soro.

Apo6s a remogao do figado, o tecido hepéatico foi subdividido em por¢des destinadas as
diferentes analises. Parte das amostras foi imediatamente acondicionada em nitrogénio liquido
e armazenada em freezer a —80 °C para posteriores analises bioquimicas. A por¢do restante

foi fixada em solu¢do de formaldeido tamponado a 4% para andlise histologica.
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4.4 Analises bioquimicas

4.4.1 Quantificacdo de ALT e AST

Com o objetivo de avaliar os marcadores de lesdo hepatica, foram determinadas as
atividades séricas das enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST). As analises foram realizadas utilizando kits comerciais fornecidos pelo laboratorio

LABTEST® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil), seguindo as recomendagdes do fabricante.
o ALT

A atividade sérica da ALT foi determinada por método cinético espectrofotométrico.
Inicialmente, o reagente de trabalho foi preparado pela mistura dos reagentes do kit e, em
seguida, adicionado as amostras. Apos incubagdo a 37 °C, a atividade enzimatica foi avaliada
pela variacdo da absorbancia em 340 nm ao longo do tempo, conforme o protocolo do

fabricante.
e AST

Para a determinacdo da atividade sérica da AST, as amostras foram previamente
diluidas cinco vezes (5x%) e analisadas por método cinético espectrofotométrico utilizando
piridoxal fosfato. Inicialmente, foi preparado o reagente de trabalho, que foi adicionado as
amostras ¢ incubado a 37 °C. Em seguida, a reacao foi iniciada com a adi¢cdo do Reagente 2,
sendo a atividade enzimatica determinada pela variacdo da absorbancia em 340 nm ao longo

do tempo.
4.4.2 Dosagem de glicose e triglicerideos

Para avaliar a glicose e triglicerideos a partir do soro, as analises também foram
realizadas pelos kits comerciais do laboratério LABTEST® (Lagoa Santa, Minas Gerais,

Brasil), de acordo com protocolos disponibilizados pelo fabricante.
e Glicose:

A concentracdo sérica de glicose foi determinada por método enzimatico
colorimétrico. A glicose ¢ oxidada pela enzima glicose oxidase, produzindo perdxido de

hidrogénio, que reage com 4-aminoantipirina e fenol na presenga de peroxidase, formando um
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composto cromogeno de coloracdo vermelha. A intensidade da cor produzida é proporcional a

concentragdo de glicose na amostra, sendo a absorbancia medida a 505 nm.
e Triglicerideos:

A concentragdo sérica de triglicerideos foi determinada por método enzimatico
colorimétrico. Apds a hidrolise dos triglicerideos, o glicerol liberado é convertido em
intermediarios que levam a formagdo de peroxido de hidrogénio. Este reage com
4-aminoantipirina e 4-clorofenol, originando um composto cromogeno vermelho, cuja
intensidade de coloragdo ¢ diretamente proporcional & concentracdo de triglicerideos na
amostra. A quantifica¢do foi realizada por espectrofotometria, com leitura da absorbancia no

comprimento de onda de 505 nm.

4.5 Biomarcador de dano oxidativo

4.5.1 Homogenato de figado

Foi preparado um homogenato para quantificar as substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e catalase (CAT). Para isso, foi utilizado 100 mg de figado e 1 mL de
tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,2). O tecido foi homogeneizado e centrifugado a
10.000 rpm por 10 minutos, a 4 °C, logo em seguida o sobrenadante foi coletado. A partir
deste homogenato, a concentragdo de proteinas totais do tecido foi determinada utilizando o

M¢étodo de Lowry (LOWRY et al., 1951).

4.5.2 Quantificaciio de Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitiirico (TBARS)

A dosagem de TBARS foi realizada a partir de 250 pLL de homogenato, com adigdo de
125 puL de TCA, 125 uL de TBA e 62,5 uL. de BHT. Os tubos foram agitados em vortex e
incubados a 95°C por 15 minutos em termobloco, seguidos de resfriamento em banho de gelo
por 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados 600 puL. desta mistura e 600 pL de butanol
a novos microtubos e foram novamente agitados no vortex. Em seguida, foram submetidos a
centrifugacdo por 10 minutos, a 7.607 x g, a 4°C. O sobrenadante (200 pL) foi transferido
para uma placa de 96 pocos e lido em leitor de placa com o comprimento de onda de 535 nm.
A curva padrdo, preparada via diluicdo seriada, foi processada simultancamente. Para a
quantificagdo, as concentracdes foram determinadas por meio da equacdo da reta obtida a
partir da curva padrao, sendo corrigidas pela concentracdo de proteinas totais quantificada

pelo Método de Lowry.
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4.6 Perfil antioxidante hepatico

4.6.1 Catalase (CAT)

Para a andlise da atividade de catalase, preparou-se um volume de trabalho composto
por 10 mL de solucdo tampao e 8,6 uL de perdxido de hidrogénio, quantidade calculada para
nove analises, sendo o preparo renovado conforme necessario. Diretamente na cubeta, foi
adicionado 990 pL dessa mistura e 10 pL da respectiva amostra. As absorbancias foram
registradas a 240 nm em intervalos de 30 segundos, durante um tempo total de dois minutos.
Para os calculos, foi utilizado somente a diferenca entre as absorbancias iniciais (30
segundos) e finais (2 minutos), aplicando a Lei de Lambert-Beer. Posteriormente, a atividade
enzimatica foi normalizada pela concentragao de proteinas totais, quantificada pelo método de

Lowry, expressando os resultados finais em nmol/min/mg de proteina.
4.7 Analise Histologica

Fragmentos hepaticos foram fixados em solu¢do tamponada de formaldeido a 4% e
submetidos ao processamento histologico convencional. Apds a fixagdo, as amostras foram
desidratadas em concentracdes crescentes de etanol, diafanizadas e incluidas em parafina. Em
seguida, foram obtidos cortes histologicos com espessura aproximada de 4 um em micrétomo
semiautomatico, os quais foram montados em laminas e corados pela técnica de

hematoxilina-eosina (HE).

A avaliacdo histopatoldgica foi realizada de forma semiquantitativa, considerando a
presenca ou auséncia de alteracdes morfologicas hepaticas. Foram analisadas cinco laminas
de cada grupo experimental (controle e etanol) nos periodos de 5 e 12 horas. As lesdes
avaliadas incluiram microesteatose, macroesteatose, degeneracao hidropica, infiltrado

inflamatorio, hiperemia e hemorragia.

Para a documentacdo das alteracdes histopatoldgicas observadas, foram obtidas
fotomicrografias com aumento de 40x utilizando microscopio Leica DM5000B acoplado a
microcamera AxioCam MRc. As imagens foram capturadas por meio do software Carl Zeiss

AxioVision 4.8.3, sendo selecionadas imagens representativas de cada grupo experimental.
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4.8 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism®
versao 8.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). A normalidade das variaveis foi
avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para as varidveis que apresentaram distribui¢do normal,
as comparagdes entre os grupos foram realizadas por meio do teste t de Student ndo pareado e
os dados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Para as variaveis com dados ndo
paramétricos, foi utilizado o teste de Mann-Whitney e os dados foram expressos como

mediana. Foram considerados estatisticamente significativos os resultados com p < 0,05.

A analise estatistica dos dados histologicos semiquantitativos foi realizada utilizando o
mesmo software GraphPad Prism. Os dados referentes a presenca ou auséncia de lesdes
hepaticas foram estruturados em tabelas de contingéncia (2 x 2) contendo as frequéncias
absolutas observadas para cada grupo experimental. Para avaliar a existéncia de diferenca
estatisticamente significativa entre dois grupos independentes, utilizou-se o Teste Exato de
Fisher, adotando o teste bicaudal (two-tailed). Os resultados foram expressos em frequéncia

absoluta e percentual. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Avaliacio dos niveis séricos de triglicerideos

Os niveis séricos de triglicerideos nao diferiram significativamente entre os grupos
Controle e Etanol apds 5 horas da administragdo de etanol (Figura 1A), apresentando valores
de 47,04 e 35,00, respectivamente. Apds 12 horas (Figura 1B), os valores foram de 195,3 e

191,9, respectivamente, também sem diferencga significativa entre os grupos (p > 0,05).

Figura 1. Avaliacdo dos niveis séricos de triglicerideos dos grupos Controle e Etanol. (A) Cinco horas apos a
ultima administragdo de etanol. (B) Doze horas apos a tltima administracdo de etanol. A analise estatistica foi
realizada por meio do teste ¢ de Student ndo pareado. Diferengas foram consideradas significativas quando p <

0,05.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software GraphPad Prism® versdo 8.0.

Os triglicerideos representam uma importante forma de armazenamento energético no
organismo. Jeon e Carr (2020) relatam que o metabolismo do etanol pode promover
alteracdes em diferentes vias do metabolismo lipidico hepatico, incluindo aumento da
captagdo de acidos graxos, redugdo da P-oxidacdo, estimulo a lipogé€nese e diminui¢do da
exportacdo de lipidios, favorecendo o acumulo de lipidios nos hepatocitos. Entretanto, nao
foram observadas diferengas significativas nos niveis séricos de triglicerideos entre os grupos
Controle e Etanol. Esse resultado sugere que as alteragdes metabolicas induzidas pelo etanol
ndo foram suficientes para promover modificagdes detectaveis nos niveis circulantes de

triglicerideos nas condi¢des experimentais avaliadas.
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5.2 Avaliacio dos niveis séricos de glicose

Os niveis séricos de glicose ndo diferiram significativamente entre os grupos Controle
e Etanol apos 5 horas da administracdo de etanol (Figura 2A), apresentando valores de 105,6
e 105,6, respectivamente. Ap6s 12 horas (Figura 2B), os valores foram de 167,8 ¢ 169,6,

respectivamente, também sem diferenca significativa entre os grupos (p > 0,05).

Figura 2. Avaliagdo dos niveis séricos de glicose dos grupos Controle e Etanol. (A) Cinco horas apos a ultima
administracdo de etanol. (B) Doze horas apos a ltima administracdo de etanol. A analise estatistica foi realizada

por meio do teste ¢ de Student ndo pareado. Diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software GraphPad Prism® versao 8.0.

A glicose sérica foi avaliada devido ao papel central do figado na manuten¢do da
homeostase glicémica, regulando processos como gliconeogénese, glicogendlise e
glicogénese (Han et al., 2016). Embora o metabolismo do etanol possa interferir na produgao
hepatica de glicose por meio da alteragdo da razio NADH/NAD’, ndo foram observadas
modificacdes significativas na glicemia dos animais expostos ao etanol. Segundo Krebs et al.
(1969), o aumento da razao NADH/NAD" decorrente da metabolizacio do etanol pode
comprometer a gliconeogénese hepatica e favorecer o desenvolvimento de hipoglicemia,
especialmente em condi¢des de desnutricdo ou jejum prolongado. Entretanto, nas condi¢des
experimentais empregadas neste estudo, incluindo o curto periodo de jejum anterior a coleta
das amostras, as alteracdes metabolicas induzidas pelo etanol ndo foram suficientes para

comprometer a homeostase glicémica.
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A oxidagdo do etanol pelas enzimas alcool desidrogenase e aldeido desidrogenase
aumenta a produgdo de NADH, favorecendo o desvio de piruvato para lactato e de
oxaloacetato para malato, o que pode reduzir a disponibilidade de substratos para a
gliconeogénese. Entretanto, esse mecanismo tende a ter maior repercussao sobre a glicemia
em condi¢des de jejum prolongado, deplecao de glicogénio hepatico ou desnutri¢do. Assim, a
auséncia de alteracdo significativa na glicose sérica sugere que, nas condigdes experimentais
adotadas, os mecanismos compensatérios de manutencdo da glicemia, como glicogenolise
residual, regulacdo hormonal e disponibilidade energética, podem ter sido suficientes para

preservar a homeostase glicémica nos dois tempos avaliados.

Além disso, ¢ importante considerar que a glicose sérica representa um marcador
sistémico e pontual, podendo ndo refletir integralmente alteragdes metabodlicas hepaticas mais
sutis. O figado possui elevada capacidade de adaptacdo metabolica, e pequenas alteracdes na
gliconeogénese, glicogenolise ou captagdo periférica de glicose podem nao ser detectaveis
apenas pela dosagem sérica em um Unico momento experimental. Dessa forma, a auséncia de
diferenca na glicemia nao exclui a ocorréncia de alteragdes bioquimicas intracelulares
induzidas pelo etanol, mas indica que essas alteragdes nao foram suficientes para
comprometer a manutengdo sistémica da glicose nos intervalos de 5 e 12 horas ap6s a ultima

administracao.
5.3 Avaliaciao dos marcadores de lesao hepatica

Em relacao as atividades séricas de ALT e AST, nao foram observadas diferencgas
estatisticamente significativas entre os grupos Controle e Etanol, tanto no delineamento de 5
horas quanto no de 12 horas (Figura 3). Para a ALT, as atividades séricas médias foram de
81,47 e 55,44 apos 5 horas (Figura 3A), e de 135,1 e 138,5 apo6s 12 horas (Figura 3B), nos
grupos Controle e Etanol, respectivamente (p > 0,05). De forma semelhante, as atividades
séricas de AST ndo diferiram significativamente entre os grupos, apresentando mediana de
103,8 e 86,5 apods 5 horas (Figura 3C) e média de 116,8 e 152,8 apos 12 horas (Figura 3D),

nos grupos Controle e Etanol, respectivamente (p > 0,05).
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Figura 3. Avaliagdo das atividades séricas de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) nos grupos Controle e Etanol. (A) ALT cinco horas apds a ultima administra¢do de etanol. (B) ALT doze
horas apds a ultima administragdo de etanol. (C) AST cinco horas ap6s a ultima administragdo de etanol. (D)
AST doze horas apds a ultima administracdo de etanol. A analise estatistica da ALT foi realizada por meio do
teste ¢ de Student ndo pareado. Para a AST, foi utilizado o teste de Mann-Whitney no delineamento de 5 horas e

o teste ¢ de Student ndo pareado no delineamento de 12 horas. Diferengas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software GraphPad Prism® versdo 8.0.

A atividade sérica das aminotransferases ALT e AST ¢ amplamente utilizada como
indicador de lesdao hepatocelular. Entretanto, conforme destacado por Senior (2012), suas
determinagdes séricas ndo constituem testes de funcao hepatica, mas sim marcadores de lesao
das células hepaticas. Além disso, o autor ressalta que a atividade sérica da ALT, quando
avaliada isoladamente, ndo prediz necessariamente a gravidade da lesdo hepatica,
apresentando maior valor preditivo quando interpretada em conjunto com outros parametros

relacionados a fungao e a lesdo do figado.
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No presente estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
nas atividades séricas de ALT e AST entre os grupos Controle e Etanol, tanto apds 5 quanto
ap6s 12 horas da ultima administragao de etanol. Embora tenham sido observadas variagdes
nos valores dessas aminotransferases entre os grupos experimentais, destacou-se o aumento
da atividade sérica de AST ap6s 12 horas no grupo etanol, com valor de p préximo ao nivel de

significancia estatistica (p = 0,0592), sem, contudo, atingir o critério de significancia adotado.

Uma possivel explicagdo para esses achados ¢ que o periodo de exposi¢do ao etanol e
as condigdes do protocolo experimental possam nao ter sido suficientes para promover lesao
hepatocelular de magnitude capaz de resultar em aumento detectavel das aminotransferases
séricas. Dessa forma, ¢ possivel que alteragdes hepaticas iniciais tenham ocorrido sem
repercussao significativa sobre esses marcadores bioquimicos, reforcando a necessidade de
interpretar os niveis de ALT e AST em conjunto com outros parametros relacionados a

avaliacdo da lesdo hepatica, conforme proposto por Senior (2012).

A literatura demonstra que modelos experimentais de DHA apresentam grande
variabilidade quanto a magnitude das alteragdes séricas de ALT e AST, dependendo do
protocolo utilizado, da linhagem animal, da dose de etanol, da duragdo da exposicao, da via de
administracdo, da presen¢a ou auséncia de desafio agudo adicional e do estado nutricional dos
animais (Rabelo et al, 2024). Assim, a auséncia de aumento significativo dessas
aminotransferases sugere que o protocolo de consumo prolongado de etanol, nas condigdes

avaliadas, ndo foi suficiente para induzir lesao hepatocelular extensa com liberagdo expressiva

dessas enzimas para a circulacao.
5.4 Avaliacio do dano oxidativo por meio dos niveis de TBARS

Os niveis de substancias reativas ao 4acido tiobarbitirico (TBARS) foram
significativamente maiores no grupo Etanol em relagdo ao grupo Controle apds 5 horas da
ultima administracdo de etanol (Figura 4A) (p = 0,0040). Apos 12 horas (Figura 4B), ndo

foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p = 0,8092).
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Figura 4. Avaliacdo da peroxidacdo lipidica por meio da concentragdo de substincias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) nos grupos Controle e Etanol. (A) Cinco horas ap6s a ltima administragdo de etanol.
(B) Doze horas ap6s a tltima administragdo de etanol. A analise estatistica foi realizada utilizando o teste t de
Student ndo pareado. Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. **p < 0,01

em relagdo ao grupo Controle.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software GraphPad Prism® versdo 8.0.

O aumento significativo dos niveis de TBARS observado ap6és 5 horas da
administracdo de etanol (Figura 4A) sugere intensificacio da peroxidacdo lipidica e,
consequentemente, aumento do estresse oxidativo hepatico. Esse resultado indica que o
metabolismo do etanol favoreceu a formagao de espécies reativas capazes de promover danos

oxidativos aos lipidios de membrana.

Por outro lado, nao foram observadas diferengas significativas entre os grupos apos 12
horas (Figura 4B). Resultado semelhante foi descrito por Zloch (1994), que demonstrou
aumento da peroxidacdo lipidica hepdatica nas horas iniciais apds intoxicacdo aguda por
etanol, seguido de retorno aos niveis fisiologicos, caracterizando um curso temporal limitado
dessa alteragdo. Segundo os autores, a redugdo da peroxidagdo lipidica ao longo do tempo
pode estar relacionada a diminuicdo do estimulo oxidativo decorrente da metabolizacdo do
etanol e, possivelmente, a atuacdo de mecanismos antioxidantes enddgenos capazes de
atenuar os efeitos deletérios do dalcool. Essa hipotese pode representar uma possivel

explicagdo para a normalizagdo dos niveis de TBARS observada no presente estudo.
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5.5 Avaliacao da atividade da enzima antioxidante catalase

A atividade da enzima antioxidante catalase apresentou aumento significativo no
grupo Etanol em comparagdo ao grupo Controle apds 5 horas da administracao de etanol (p =
0,0040) (Figura 5A). Entretanto, ap6s 12 horas da administragdo, ndo foram observadas

diferengas estatisticamente significativas entre os grupos (p = 0,7596) (Figura 5B).

Figura 5. Avaliacdo da atividade da enzima antioxidante hepatica catalase (CAT) nos grupos Controle ¢ Etanol.
(A) Cinco horas apds a tltima administragdo de etanol. (B) Doze horas apds a lltima administragdo de etanol. A
analise estatistica foi realizada utilizando o teste ¢ de Student ndo pareado. Diferengas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05. **p < 0,01 em relagdo ao grupo Controle.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando o software GraphPad Prism® versio 8.0.

O aumento significativo da atividade da catalase apds 5 horas da administragdo de
etanol sugere a ativagdo de mecanismos antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo
induzido pelo élcool. Esse resultado coincide com o aumento dos niveis de TBARS observado
no mesmo periodo, indicando que a intensificagao da peroxidacao lipidica foi acompanhada
por uma resposta antioxidante adaptativa. A catalase atua na decomposicdo do peroxido de
hidrogénio em 4gua e oxigénio, contribuindo para a manutencao da homeostase redox e para a

protecdo celular contra danos oxidativos (Apel; Hirt, 2004; Contreras-Zentella et al., 2022).

Por outro lado, ap6s 12 horas, ndo foram observadas diferencas significativas na
atividade da catalase entre os grupos, comportamento semelhante ao observado para os niveis
de TBARS. Esse perfil sugere que tanto a resposta oxidativa quanto a resposta antioxidante

ocorreram de forma transitéria. De maneira semelhante, Zloch (1994) propuseram que
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mecanismos antioxidantes endoégenos podem contribuir para atenuar os efeitos deletérios do
etanol, hipdtese que pode auxiliar na compreensdo da normalizacdo dos marcadores

observada no presente estudo.

5.6 Analise histologica

Figura 6. Fotomicrografias representativas do parénquima hepatico dos grupos Controle e Etanol, corados por
hematoxilina e eosina (HE), com ampliagdo de 400x. O grupo Controle apresentou parénquima hepatico
preservado em ambos os tempos experimentais. No grupo Etanol, apds 5 horas, observaram-se infiltrado
inflamatorio (seta vermelha) e microesteatose (seta azul), enquanto ap6s 12 horas foi evidenciada degeneragdo

hidrépica (seta verde).
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Fonte: Laminas confeccionadas pelo Laboratorio de Morfopatologia e fotomicrografias obtidas no Laboratdrio

Multiusuario de Microscopia Avangada e Microanalise da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP).
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Tabela 1: Anadlise semi-quantitativa, em porcentagem e valor de p, da ocorréncia de dano histopatolégico

Grupo 5 horas Grupo 12 horas
Controle Etanol  Exato de Fisher Controle Etanol  Exato de Fisher
n (%) n (%) p n (%) n (%) p
Microesteatose 1(16) 1(16) >0,9999 1(16) 2 (40) 0,0572
Macroesteatose 0(0) 0(0) >0,9999 0(0) 0(0) >0,9999
Degeneraco hidropica 2 (33) 3 (50) >0,9999 4 (66) 3 (60) >0,9999
Inflamagéo lobular 3 (50) 2(33) >0,9999 0 (0) 0 (0) >0,9999
Hiperemia 2(33) 3 (50) >0,9999 3 (50) 2 (40) >0,9999
Hemorragia 0(0) 0 (0) >0,9999 0(0) 0(0) >0,9999
Necrose 1(16) 1(16) >0,9999 4 (66) 3 (60) >0,9999

Fonte: Autoria pessoal.

A andlise semiquantitativa das alteragdes histopatologicas, apresentada na Tabela 1,
demonstrou que, apo6s 5 horas, foram observados casos de microesteatose (16% em ambos os
grupos), degeneragao hidropica (33% no grupo Controle e 50% no grupo Etanol), inflamagao
lobular (50% no grupo Controle e 33% no grupo Etanol), hiperemia (33% no grupo Controle
e 50% no grupo Etanol) e necrose (16% em ambos os grupos). Nao foram observados casos
de macroesteatose ou hemorragia, e nenhuma das alteragdes apresentou diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p > 0,05).

Apds 12 horas, foram observados casos de microesteatose (16% no grupo Controle e
40% no grupo Etanol), degeneragdao hidropica (66% no grupo Controle e 60% no grupo
Etanol), hiperemia (50% no grupo Controle e 40% no grupo Etanol) e necrose (66% no grupo
Controle ¢ 60% no grupo Etanol). Nao foram identificados casos de macroesteatose,
inflamacao lobular ou hemorragia. Assim como no periodo de 5 horas, nenhuma das
alteracOes histopatoldgicas apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos

(p>0,05).

Assim, os achados das analises histopatoldgicas indicam que, nas condig¢des
experimentais avaliadas, o consumo prolongado de etanol ndo foi suficiente para induzir
alteragdes morfoldgicas hepaticas extensas ou consistentes detectaveis pela coloragao de
hematoxilina-eosina. Entretanto, a auséncia de diferenga estatistica nao exclui a ocorréncia de

alteracdes hepatocelulares iniciais, especialmente considerando que os marcadores redox,
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como TBARS e catalase, apresentaram aumento significativo no tempo de 5 horas. As
alteracdes histoldgicas avaliadas por HE podem apresentar menor sensibilidade para detectar
lesdes metabolicas e redox iniciais. O aumento da peroxidagdo lipidica observado apds 5
horas sugere dano oxidativo aos lipidios de membrana, mas esse evento pode preceder
alteracdes morfologicas detectadas, como necrose, baloniza¢do hepatocelular ou infiltrado

inflamatorio significativo.

Dessa forma, ¢ possivel que o etanol tenha induzido alteragcdes bioquimicas precoces,
sem que essas alteracdes tenham alcancado magnitude suficiente para comprometer a
arquitetura hepatica ou gerar lesdes histologicas extensas no momento da coleta. Outro ponto
que merece destaque ¢ que a presenca de degeneracao hidropica tanto nos grupos Controle
quanto nos grupos Etanol deve ser interpretada com cautela. Essa alteragdo representa uma
forma de lesdo celular reversivel, caracterizada por tumefacdo celular decorrente da
incapacidade da célula em manter a homeostase i6nica e hidrica, levando ao actimulo
intracelular de agua (Kumar et al., 2010), sendo considerada uma alteracdo morfologica

inespecifica.

Sua ocorréncia em animais controles sugere que fatores inerentes ao procedimento
experimental, como manipula¢do, gavagem, jejum, anestesia, processamento tecidual ou
variabilidade individual, podem ter contribuido para esse achado. Dessa forma, a degeneragao
hidropica isolada, sem aumento concomitante de ALT, AST, necrose ou inflamagao

significativa, ndo permite inferir lesdo hepatocelular grave induzida pelo etanol.

Em suma, a partir da andlise em conjunto dos dados obtidos neste estudo, pode-se
inferir que as alteragdes redox podem preceder a elevacdo sérica das aminotransferases. No
presente estudo, o aumento de TBARS e da atividade da catalase observado apos 5 horas
indica que houve intensificacdo transitéria da peroxidagao lipidica e ativacdo de resposta
antioxidante. Entretanto, esse estresse oxidativo inicial pode ndo ter atingido magnitude
suficiente para causar ruptura importante da integridade hepatocelular, o que explicaria a
manuten¢do dos niveis séricos de ALT e AST. Apos 12 horas, a auséncia de diferengca em
TBARS e catalase sugere uma possivel atenuacdo do estimulo oxidativo ou ativacdo de
mecanismos compensatorios, o que também pode ter contribuido para a auséncia de alteragdes

nas aminotransferases nesse tempo.
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A literatura demonstra que modelos experimentais de doenca hepdtica associada ao
alcool apresentam grande variabilidade quanto a magnitude das alteragdes séricas de ALT,
AST e triglicerideos, dependendo do protocolo utilizado, da linhagem animal, da dose de
etanol, da duragdo da exposi¢do, da via de administragdo, da presenca ou auséncia de desafio

agudo adicional e do estado nutricional dos animais.

Portanto, a auséncia de diferengas nos niveis séricos de glicose, triglicerideos, ALT e
AST nos tempos de 5 e 12 horas sugere que o consumo prolongado de etanol, nas condi¢des
experimentais utilizadas, promoveu alteracdes hepaticas mais relacionadas ao desequilibrio
redox transitorio do que a uma desregulagdo metabolica sistémica ou lesdo hepatocelular. Esse
achado reforca a importincia de interpretar os marcadores séricos em conjunto com
parametros hepaticos diretos, como TBARS, atividade de enzimas antioxidantes e andlise
histopatologica, uma vez que alteragdes séricas isoladas podem ndo ser suficientemente

sensiveis para detectar fases iniciais ou discretas da lesdo hepatica induzida pelo etanol.



36

6. CONCLUSAO

Conclui-se que a administragao prolongada de etanol, nas condigdes experimentais
utilizadas, foi capaz de induzir aumento transitério do estresse oxidativo hepatico,
evidenciado pela elevacdo dos niveis de TBARS e da atividade da catalase apds 5 horas da
ultima administragdo. Entretanto, essas alteragdes redox ndo foram acompanhadas por
modificacdes significativas nos parametros bioquimicos séricos, nem por diferengas
histopatologicas significativas entre os grupos Controle e Etanol. Dessa forma, os resultados
sugerem que o protocolo experimental promoveu uma resposta oxidativa precoce, porém

insuficiente para desencadear lesdo hepatica significativa nos periodos analisados.
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