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ESTUDO MORFOLOGICO NO MUSCULO GASTROCNEMIO
DE CAMUNDONGOS €57 BL10 SUBMETIDOS
A INGESTAO PROLONGADA DE ETANOL

JOAQ BATISTA GUEDES E SILVA*, JORGE A. DA COSTA LISBOA™*,
MARCOS R. G. FREITAS***, OSVALDO J. M. NASCIMENTO**~

RESUMO - Os efeitos do alcoolismo cronico no musculo gastrocnémio de camundongos bem nutridos foram
estudados morfologicamente com a finalidade de se avaliar a hipdtese de que o etanol exerce um papel toxico
direto sobre o musculo esquelético. Foram usados 30 camundongos C57BL 10 machos, adultos jovens, divididos
em dois grupos: Grupo A (controle) consistindo de 10 camundongos que beberam agua e Grupo B (alcodlico)
de 20 camundongos que beberam etanol a 25%. Todos os animais receberant uma ragfo balanceada de laboratorio
¢ foram mantidos nesse regime ad libitum nas mesmas condigdes ambientais durante 48 semanas e pesados
uma vez por semana. O consumo diario de dieta ¢ a ingestdo caldrica foram calculados tendo os animais
apresentado substancial ganho de peso, ndo mostrando qualquer sinal de desnutrigdo. Ao final do experimento
os animais foram sacrificados para estudos morfolégicos. Pela microscopia Optica nfio foram encontradas
alteragdes. Importantes anormalidades foram observadas pela microscopia eletrdnica em todos os espécimens.O
reticulo sarcoplasmético mostrou-se frequentemente dilatado, resultando na formagio de grandes vesiculas e
envolvendo as cisternas terminais com deslocamento das triades. Areas de estreitamento, ruptura e perda de
miofibrilas ocorreram assim como zonas de completa desorganizago de miofibrilas com perda do padrio estriado
normal. As mitocondrias estavam em linhas gerais dentro dos limites da normalidade. Agregados tubulares
peculiares vistos comumente na paralisia periddica e outras condigdes patologicas humanas, foram encontrados
tanto no masculo dos camundongos controles como no dos alcodlicos. Os nervos intramusculares assim como
as jungOes neuromusculares mostravam-se normais. Importantes anormalidades nos capilares musculares foram
observadas, consistindo de tumefagdo das células endoteliais € de espessamento da ldmina basal. Difusa infiltragdo
lipidica microvesicular foi vista no citoplasma dos hepatocitos parecendo constituir uma evidéncia a mais da
agdo toxica do etanol sobre o organismo. Concluimos que a ingestdo prolongada de etanol, representando 14,4%
de calorias totais, produz no musculo gastrocnémio de camundongos C57BL10 bem nutridos um elenco de
alteragdes ultraestruturais que refletem um efeito toxico direto sobre o musculo esquelético. As alteragdes
constatadas sdio semelhantes aquelas descritas na miopatia alcoélica crénica humana

PALAVRAS-CHAVE: ingestdo prolongada de etanol, camundongos C57BL 10, misculo gastrocnémio,
alteragOes ultraestruturais.

Study of ultrastructural alterations in gastrocnemius muscle of C57 BL10 mice after prolonged ethanol
ingestion

ABSTRACT - The effects of chronic alcoholism on gastrocnemius muscle of well-nourished mice were
morphologically studied to test the direct toxic role of ethanol on skeletal muscle. Thirty male young adult
C57BL10 mice were divided in two groups: Group A (control) consisting of ten mice that drank water and
Group B (alcoholic) consisting of twenty mice that drank 25% ethanol. All mice were allowed a balanced
laboratory chow. The animals were kept on this ad libitum regimen under the same conditions of environment
for 48 weeks and were weighed once a week. The daily dietary consumption and caloric intake were estimated,
the animals having had a substantial weight gain, showing no signs of malnutrition. At the end of the experiment
the animals were killed for morphological studies. No abnormalities were observed by conventional microscopy.
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Striking deviations from normal were verified by electron microscopy in all specimens. Dilatation of sarcoplasmic
reticulum was a common feature, sometimes resulting in the formation of large vesicles and involving the
terminal cisternae with the displacement of the triads. Areas of narrowing, splitting and loss of myofibrils were
seen. Zones of complete disorganization of miofibrils could be occasionally observed. Mitochondria were generally
normal. Peculiar tubular aggregates seen commonly in periodic paralysis and other human pathological conditions,
were encountered in both control and alcoholic mice. Intramuscular nerves and neuromuscular junctions were
normal. Important abnormalities in muscle capillaries were observed, consisting of swelling of endothelial cells
and thickening of the basal lamina. A diffuse microvesicular lipid infiltration was seen in the cytoplasm of the
hepatocytes which secems to be a further evidence of the toxic role played by ethanol. We concluded that prolonged
ingestion of ethanol, representing 14.4% of total calories, produces in the gastrocnemius muscle of well-nourished
C57BL10 mice a distinct spectrum of ultrastructural changes which reflects a direct toxic effect on the skeletal
muscle. These alterations are similar to those described in human chronic alcoholic myopathy.

KEY WORDS: prolonged ethanol ingestion, C53BL10 mice, gastrocnemius muscle, ultrastructural
changes.

As complicag¢des que o alcoolismo cronico acarreta para diferentes 6rgdos e sistemas constituem
hoje um capitulo amplamente reconhecido pela ciéncia médica. Na patologia do alcoolismo destacam-
se anormalidades hepAticas, gastrointestinais, cardiacas, neuroldgicas, musculares, hematopoiéticas
¢ metabélicas. O mecanismo de agfo direta do téxico e/ou seus metabdlitos sobre o organismo é
atualmente aceito por expressivo nimero de pesquisadores. Ekbom e col.® foram os primeiros a
chamar a atengdo para uma sindrome muscular cronica caracterizada por fraqueza e atrofia proximais
que surgia como complicag@o do uso prolongado de etanol. A partir de entdio foram inlimeras as
contribui¢des ao estudo da miopatia alcodlica cronica, devendo ser citados os de Perkoff e col.*®
Martin ¢ col.> Rubin e col.** e Langohr e col”®. Um significativo quadro histologico ¢ visto no
estadio crdnico da miopatia alcodlica humana. Uma grande variagfio no didmetro das fibras foi
observada, alguns fasciculos sendo reduzidos apenas a fibras atrofiadas. Foram também verificados
aumento no niimero dos nécleos subsarcolemais, aumento do conjuntivo intersticial e substitui¢io
de fibras destruidas por tecido adiposo®'. Nas formas subclinicas da doenga o exame histoldgico
mostra alteragdes muito modestas como aumento dos nicleos subsarcolemais e ocasional atrofia de
fibras musculares®. Estudos histoquimicos tém demonstrado ser a atrofia do tipo 2 o achado mais
importante na miopatia alcodlica cronica. Rossouw e col.®, Langohr € col.” e Ferraz e col.!
descreveram, além da atrofia do tipo 2, a presenga de fibras angulares e agrupamentos de fibras do
mesmo tipo histoquimico (“fibre type grouping™). Em estudo experimental, Trounce ¢ col.?®,
trabalhando com ratos Sprague-Dawley, associaram a atrofia de fibras do tipo 2 a significante deplegdo
de vérias enzimas glicoliticas.

Sédo escassos na literatura do alcoolismo crénico estudos experimentais sobre as alteragdes
musculares. Song ¢ Rubin* ¢ Rubin e col.* encontraram importantes alteragSes ultraestruturais em
trés voluntérios ndo alcodlicos que se submeteram & ingestdo crénica de etano! durante 28 dias. O
estudo das biépsias musculares ao microscépio Optico ndo revelou qualquer alteragdo. Nao houve
quadro clinico de miopatia embora a atividade da creatinofosfoquinase estivesse aumentada. A
microscopia eletronica revelou pronunciado edema intracelular, espagos intermiofibrilares alargados
contendo glicogénio e goticulas lipidicas, dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico e mitocdndrias
irregulares, muitas delas aumentadas de tamanho. Baruah e col.!, em estudo experimental em que
administraram etanol a ratos Sprague-Dawley durante seis semanas, observaram dilatagéo do reticulo
sarcoplasmaético e de tibulos transversos, formagio de megamitocdndrias, ruptura de cristas
mitocondriais e densas inclusdes na matriz mitocondrial. Constataram ainda dissolugio de bandas Z
e lise de miofibrilas.

O objetivo do presente estudo experimental € analisar as alteragdes morfolégicas, ao microscopio
Optico e eletrbnico, verificadas no misculo esquelético de camundongos C57BL 10 submetidos a fongo
periodo de administragdo alcodlica. O camundongo C57BL 10 foi selecionado como modelo experimental
especialmente pela sua preferéncia geneticamente determinada para beber uma solugdo a 10% de etanol
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em lugar de agua®, assegurando-se dessa forma uma adequada ingestdo ad libitum de solugdo
moderadamente concentrada de etanol. Considerando-se que a deficiéncia nutricional ¢ condigio
frequentemente associada ao alcoolismo crénico, levando a frequentes controvérsias de natureza
patogenética, foi nosso propésito que a ingestdo prolongada de solugdo alcodlica que representasse
moderado consumo caldrico, fosse capaz de produzir alteragdes morfolégicas no misculo esquelético
sem prejuizo da ingestdo de quantidades adequadas de nutrientes, dessa forma possibilitando-nos
demonstrar que o etanol exerce sobre esse tecido uma agfio téxica direta independente de fatores de
ordem nutricional. Sendo o figado o principal 6rgdo de metabolismo do etanol ¢ frequentemente lesado
no alcoolismo crdnico, tornou-se relevante 0 exame ao microscopio Optico do tecido hepatico dos
animais alcodlicos e controles como um parimetro a mais do efeito desse téxico no organismo.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 camundongos de linhagem C57BL10, machos, de dois meses de idade, pesando em
média 22,47 gramas, obtidos no biotério do Instituto de Biologia da UFF. Os animais foram selecionados pelos
seus pesos ¢ distribuidos em dois grupos pertencentes a0 mesmo universo através de suas médias: Grupo A
(controle) - 10 camundongos; Grupo B (alcodlico) - 20 camundongos. Foram a seguir alojados em trés gaiolas,
contendo cada gaiola 10 camundongos, sendo para isso o Grupo B (alcodlico) dividido em dois sub-grupos de
10 camundongos. As gaiolas eram de fundo plastico com tampa em grade metalica ¢ comedouro em depressio
apropriada para o alimento sélido. Quanto a dieta liquida, era fornecida em bebedouros plasticos graduados até
250mi adaptados a gaiola. Os animais, durante todo o periodo experimental, foram mantidos em temperatura
ambiente no biotério do Laboratorio de Patologia Experimental do Departamento de Patologia da UFF. Foram
todos alimentados com dieta sélida comercial de laboratdrio cuja composigio por 100 gramas, fornecida pelo
Moinho S#o Cristovio, era a seguinte: protéina bruta 17,8 g%; gordura 4,3g%; carboidrato 61,2g%; sais minerais
¢ fibra 16,7g%. Quanto & dieta liquida, o Grupo A (controle) recebeu dgua e 0 Grupo B (alcodlico) uma solugo
de alcool etilico a 25% volume/volume em 4gua, ambas levemente adocicadas com Sucaryl-Abbott (cinco gotas
de Sucaryl em 1000mL. Cada 20 gotas de Sucaryl contém: ciclamato de célcio - 0,16g; sacarina sédica - 0,10g).
Os animais receberam alimentagfo solida e liquida ad libitum. Foram pesados uma vez por semana, sendo
também medido e anotado semanalmente o consumo de dieta s6lida e liquida. Ap6s 48 semanas de experimentaco
os animais foram sacrificados sob anestesia superficial pelo éter. Foram retirados fragmentos do masculo
gastrocnémio para estudo ao microscdpio eletronico ¢ do musculo gastrocnémio e do lobo esquerdo do figado
para exame ao microscopio éptico.

Microscopia dptica. Fragmentos do musculo gastrocnémio foram fixados por imersdo em solugdo de
formol a 10% em tampio fosfato 0,1 molar, pH 7,0 durante 24 horas. A seguir foram processados para inclusdo
em parafina, tendo sido feitos cortes de aproximadamente seis micrometros de cada fragmento. As secgdes
histologicas foram coradas pela hematoxilina-eosina, pela hematoxilina fosfotingstica de Mallory e pelo
tricromico de Gomori. Fragmentos do figado de cada animal foram igualmente processados para a microscopia
dptica, coradas as secgdes histologicas pela hematoxilina-eosina.

Microscopia eletrénica. Imediatamente ap6s o sacrificio foram retirados fragmentos do muasculo
gastrocnémio e imersos em aldeido glutarico a 2,5% em tampdo cacodilato de sodio 0,1 molar, pH 7424 C°. A
seguir foram clivados em pequenos fragmentos de aproximadamente lmm 3 que foram fixados em aldeido
glutdrico por 2 horas a 4 C°, lavados em tampo cacodilato de sodio e p6s-fixados em tetroxido de 6smio a 1%
em tampdo cacodilato de sédio 0,1 molar, pH 7,4 durante 1 hora a 4 C°. Os fragmentos foram desidratados ¢
incluidos em resina poliéster Polylite 8001, segundo Coiro ¢ Brunner Jr.’, Cortes semifinos de | micrometro e
cortes ultrafinos foram obtidos no ultramicrotomo Sorvall Mt 6000. Os cortes semifinos foram corados pelo
Azure 11" ¢ pelo azul de toluidina ¢ examinados ao microscopio Optico para escolha dos fragmentos.Cortes
semifinos obtidos do tecido hepético, corados pelo azul de toluidina, foram analisados ao microscopio dptico
para avaliagio da quantidade de gordura depositada nas células hepaticas. Os cortes ultrafinos, obtidos de no
minimo trés blocos, foram montados em grades de cobre de 300 quadriculas e contrastados com acetato de
uranila em metanol ¢ com citrato de chumbo. As prepara¢des foram examinadas ao microscopio eletronico EM
109 da Carl-Zeiss ¢ eletronmicrografadas com filme de 35mm Kodatith Orthofilm 6556 type 3 da Kodak.

Andlise estatistica. Os resultados foram expressos como média & desvio padrdo. Para analisar a
significancia da diferenga entre dois valores foi utilizado o teste t de Student.

RESULTADOS

No decorrer do experimento morreram dois animais do Grupo A (controle) e trés animais do Grupo B
(alcodlico), que ndo foram substituidos. Nenhum dos animais de qualquer gaiola mostrou distirbios de apreensdo,
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motricidade ou no sentido de diregéio. Foram calculadas as ingestSes médias semanais e, a partir destas, as
ingestdes diarias de dieta sélida (valores expressos em gramas ¢ calorias) ¢ de dieta liquida (valores expressos
em mililitros e calorias) durante o periodo experimental de 48 semanas. Foram calculadas ainda as ingestdes
médias diarias de proteina, gordura e carboidrato para o Grupo A (controle) e de proteina, gordura, carboidrato
¢ alcool para o Grupo B (alcodlico). Os dados expressos em calorias foram calculados a partir dos pesos da dieta
solida ingerida, usando-se os seguintes valores: 1 grama de proteina fornece 4 calorias, 1 grama de gordura 9
calorias e 1 grama de carboidrato 4 calorias. O valor calculado para | grama de dieta sé6lida foi 3,55 calorias. O
valor calérico calculado para | mililitro de dieta liquida, representada pela solugfio de 4alcool a 25%, foi 1,42
calorias, de acordo com Porta ¢ Gomez-Dumm®'. O consumo médio diério de dieta s6lida, calculado a partir dos
dados semanais, foi 6,07 g/camundongo/dia para os camundongos do Grupo A (controle) e de 4,70 g/camundongo/
dia para os camundongos do Grupo B (alcodlico). O consumo médio diario de dieta liquida foi 1,96 mL/
camundongo/dia para os camundongos do Grupo B (alcodlico).Consequentemente os animais do Grupo A
(controle) ingeriram sob a forma de dieta sélida 21,5 calorias/camundongo/dia, sendo 20,0% provenientes de
proteina, 10,7% de gordura e 69,3% de carboidrato.Os animais do Grupo B (alcotlico) ingeriram 16,7 calorias/
camundongo/dia provenientes de dieta s6lida ¢ 2,8 calorias/camundongo/dia provenientes da ingestdo liquida,
totalizando 19,5 calorias/camundongo/dia, sendo 17,4% provenientes de proteina, 9,2% de gordura, 59,0% de
carboidrato e 14,4% de 4lcool (Tabela).

Evolugdo ponderal. Os animais de ambos os grupos apresentaram-se em bom estado geral durante todo
o periodo experimental, sem qualquer sinal de deficiéncia nutricional, desenvolvendo-se bem, nio havendo
diferenga significativa entre os grupos em todos os tempos considerados (Fig 1).

Exame morfolégico. Foram escolhidos aleatoriamente 5 animais do Grupo A (controle) ¢ 10 animais do
Grupo B (alcodlico) para exame do masculo gastrocnémio ao microscopio 6ptico e eletrfnico.

Microscopia dptica. A estrutura muscular dos animais do Grupo B (alcodlico) pareceu idéntica a dos
animais do Grupo A (controle), sem alteragdes patologicas ao exame ao microscopio oOptico. Cortes semifinos
de musculo dos animais do Grupo A (controle) ¢ do Grupo B (alcodlico) mostraram nas fibras musculares
estruturas alongadas, ovalares ou elipticas, de tonalidade azul-escuro, localizadas no centro da fibra ou abaixo
do sarcolema, compativeis com agregados tubulares (Fig 2a e 2b). As preparagdes histologicas do figado dos 5
animais do Grupo A (controle) coradas pela hematoxilina-eosina mostraram aspecto habitual, As preparagdes
do figado de 10 animais do Grupo B (alcoélico) mostraram fina vacuolizagdo nos hepatécitos (Fig 2¢)

Tabela. Ingestdo média didria de dieta sélida (DS) e de dieta liquida (DL) por camundongo durante 48 semanas
estimada a partir da ingestdo semanal.

DS DL
Grupo Proteina Gordura Carbroidrato Total Alcool
A 2.57 (min.)
(a) 1,08 0,26 3,71 *6,07 -
8,14 (max.)
(by4.3 23 14,9 21,5 .
(c) 20,0 10,7 69,3 100,0 -
B 2,50 (min.) 1,01 (min.)
(a) 0,84 0,20 2,88 *4,70 (d) 196
7,18 (max.) 2,51 (méax.)
(b) 3.4 1,8 1,5 16,7 2,8
© 174 9.2 59,0 85,6 14,4

Os valores sio expressos em g/camundongo/dia (a), cal/camundongo/dia (b) percentagem (c) e mL/
camundongo/dia (d). Grupo A (controle): 8 a 10 animais. Grupo B (alcodlico): 17 a 20 animais; (min.) e
{méx.) correspondem 4 ingest3o minima e maxima.

*incluindo residuos (outros componentes: sais minerais ¢ fibra).
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correspondendo nos cortes semifinos corados pelo azul
de toluidina a moderada deposigfo difusa de gordura
microvesicular (Fig 2d).

Microscopia eletrénica. O exame ultraes-
trutural dos animais do Grupo A (controle) mostrou
estrutura semelhante 3 do misculo esquelético dos
mamiferos Uma importante observag¢do nos animais
controles foi a presen¢a, nas miofibras com carac-
teristicas ultraestruturais do tipo 2, de agregados de
estruturas tubulares substituindo a arquitetura
° PR S S S S R T mipfibrilar em variavel extensdo, localizando-se ora
no centro da fibra ora abaixo do sarcolema. Duas
TEMPO (semanas) variedades de tibulos foram verificadas. Alguns
mediam de 440 a 660 Angstrom e, quando observados
em corte transversal, continham um tabulo interno
coaxial. Um contorno hexagonal dos tibulos pode ser
demonstrado em algumas areas. Outros tibulos
mediam de 660 a 1330 Angstrom € apresentavam um
contelido granular, lembrando em alguns pontos
cisternas terminais do reticulo sarcoplasmatico.

A anélise do misculo dos animais do Grupo
B (alcoolico) revelou dilataglo moderada a intensa
do reticulo sarcoplasmatico, por vezes sob a forma vesicular, podendo estender-se inclusive as cisternas terminais
alterando a configuragdo das triades (Fig 3a e 3b). Tal alteragfio envolvia extensos segmentos de fibras que se
alternavam com outras fibras de padrio normal. Areas de adelgagamento de miofibrilas com alargamento dos
espagos intermiofibrilares, assim como zonas de ruptura ou mesmo de franca lise ou dissolugdio de miofibrilas
foram frequentemente constatadas. Os espagos deixados pelas miofibrilas adelgagadas e por sua dissolucdio,
eram ocupados por mitocondrias de forma e tamanho variados, granulos de glicogénio e corpos densos lisossomais
(Fig 4a, 4b e 4c). Mais raramente foram constatadas fibras com segmentos de total desorganizago da arquitetura
miofibrilar que era substituida por uma massa de miofilamentos dispostos ao acaso em meio 4 qual remanescentes
de organelas eram observados. De maneira geral as mitocondrias estavam dentro dos padrdes da normalidade,
quer guanto a0 nimero, quer quanto ao tamanho ou forma. Agregados tubulares, idénticos aos observados nos
animais controles, foram encontrados em fibras com caracteristicas das do tipo 2, em maior ou menor nimero,
em todos os animais alcodlicos. Por vezes multiplos em uma mesma fibra, os agregados eram vistos no centro
da fibra ou, mais raramente, sob o sarcolema (Fig 5a). Os nervos intramusculares mostravam axdénios mielinicos
¢ amielinicos de padrio condizente com a normalidade, apresentando o endoneuro coldgeno em quantidade
habitual. Da mesma forma ndo foram observadas quaisquer anormalidades nas jung¢Ges neuromusculares.
Importantes alteragdes foram observadas nos capilares intramusculares. O conceito de capilar por nés usado foi
o de Lin e col.®, restringindo-se a vasos que consistiam exclusivamente de endotélio, 1dmina basal ¢ uma
camada incompleta de pericito e cujo didmetro interno, medido a partir da borda interna da ldmina basal, ndo
tinha mais do que 20 micrometros. Uma alteracio constante foi a tumefagfio por edema das células endoteliais.
Importante a se assinalar foi o achado de grau variavel de espessamento da 14mina basal que frequentemente se
apresentava densa e por vezes bastante irregular. Graus extremos de espessamento da lamina basal podiam
refletir-se na morfologia do vaso como um todo, observando-se nestes casos imagens retraidas e distorcidas de
capilares, por vezes com redugo de sua luz (Figs 5b, 5¢).

DISCUSSAD

Durante o periodo de um ano, o Grupo B (alcodlico) de camundongos ingeriu uma solugio a
25% de etanol ad libitum e uma dieta sélida comercial de laboratério, ndio tendo apresentado ao final
do experimento qualquer sinal de desnutri¢o quando comparado com o Grupo A (controle). A
ragdo continha em sua composigdo percentuais de proteina, gordura e carboidrato condizentes com
os de dietas que parecem adequadas para camundongos?. Segundo o “Manual para técnicos em
animais de laboratério” da Organizagfio Panamericana da Saude?, o consumo médio didrio por
camundongo de uma dieta balanceada ¢ de 4 a 6g. Canolty e Koong?® mostraram que camundongos
selecionados ao acaso para um crescimento regular de 21 aos 42 dias, alimentados ad libitum,

(g}

PESO MEDIO

20f

Fig 1. Evolugdo pondera;. Abcissas: duragdo do experi-
mento expressa em semanas. Ordenadas: peso médio
dos camundongos expresso em gramas (g). (0-----0):
Grupo controle; ( «—e ): Grupo alcodlico. Os pon-
tos correspondem ao peso médio % desvio padrdo
(barras verticais) de 8-10 animais (grupo controle) e
de 17-20 animais (grupo alcodlico).
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Fig 2. Fotomicrografias. (a) e (b) Cortes semifinos de misculo gastrocnémio de camundongos controle e
alcodlico respectivamente. Observam-se no interior das fibras musculares estruturas alongadas ou elipticas,
localizadas abaixo do sarcolema ou no centro das fibras (flechas), correspondente a agregados tubulares.
zure Il (400x); (c) Figado de camundongo alcodlico mostrando hepatécitos com fina e difusa vacuolizagdo
citoplasmatica. H.E. (400x); (d) Corte semifino de figado do mesmo animal da figura anterior mostrando
deposigdo lipidica do tipo microvesicular no citoplasma dos hepatécitos. Azul de toluidina (400x).
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Fig 3. EM. (a) Parte de uma fibra muscular de camundongo alcodlico em estado de contragdo normal,
caracterizada pelo desaparecimetno das bandas 1. Observa-se franca dilatagdo do reticulo sarcoplasmatico
constituindo, por vezes, grandes vesiculas (flechas) 30000x; (b)Acentuado grau de dilatagdo vesicular do
reticulo sarcoplasmadtico. As cisternas terminais (flechas) acham-se igualmente acentuadamente dilatadas,
alterando a relagdo normal das triades com as microfibrilas 30000x.
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Fig 4. EM (a) Musculo de camundongo alcodlico. Area de ruptura e dissolugdo de miofibrilas ocupada por
mitocéndrias de tamanho e forma variados. Nota-se ainda dilatagdo do reticulo sarcoplasmdtico. 18000x; (b)
e (c). Musculo de camundongo alcodlico. Em maior aumento aspectos da perda de elementos miocontrateis
onde s@o proeminentes corpos densos lisossomais. Grdnulos de glicogénio e remanescentes do reticulo
sarcoplasmadtico sdo observados. 30000x.
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Fig 5. EM. (a) Agregado tubular ocupando parte de fibra muscular de camundongo alcodlico. Cada tubulo
apresenta um tubulo interno coaxial 45000x; (b,c) Aspectos de capilares intramusculares de camundongos
alcodlicos, ilustrando graus variados de espessamento da lamina basal (flechas). O espessamento é por vezes
intenso conferindo uma acentuada irregularidade a parede capilar. P = Pericito; (b) e (c) 18000x.
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consumiram uma média de 3,8¢ de dieta por dia, correspondente a 14 Kcal de energia metabolizavel.
Bosshardt e col.?, verificaram que a quantidade de proteina ingerida foi o fator mais importante na
promogio do crescimento. Knapka e col.'” indicaram para o crescimento adequado de vérias espécies
de camundongo, inclusive 0 C57BL, uma dieta com concentragio protéica bruta de 18%. Ao
analisarmos a Tabela verificamos que houve um consumo médio de dieta s6lida de 6,07 g/camundongo/
dia para o Grupo A (controle) e de 4,70 g/carnundongo/dia para o Grupo B (alcodlico), correspondendo
respectivamente a 21,5% de calorias/camundongo/dia e 16,7% de calorias/camundongo/dia.
Considerando que normalmente quantidades adequadas de vitaminas ¢ sais minerais fazem parte da
composigio de toda ragdo balanceada, podemos dizer que os animais de ambos os grupos ingeriram
quantidades adequadas de calorias e nutrientes. O desenvolvimento dos animais, avaliado pela
evolugdo ponderal, foi semethante (Fig 1). Os camundongos do Grupo B (alcodlico) consumiram
14,4% do total de calorias sob a forma de etanol. O adogante ndo calérico foi adicionado a solugio
alcodlica a fim de conferir a esta um sabor mais agradavel e aumentar a ingestdo.

Exame morfolégico

Microscopia dptica. As secgdes histoldgicas do misculo gastrocnémio dos camundongos do Grupo
B (alcodlico) ndo mostraram alteragSes quando comparadas s dos animais do Grupo A (controle).
O exame dos cortes semifinos corados pelo Azure II ou pelo azul de toluidina mostrou no interior
das fibras musculares estruturas alongadas ou elipticas, coradas em azul intenso, correspondentes a
agregados tubulares. Estudando as alteragdes morfolégicas no misculo de voluntarios submetidos
ao alcoolismo crdnico, Song ¢ Rubin¥ e Rubin e col.¥, detectaram importantes alteragdes
uitraestruturais ndo observadas ao microscépio 6ptico. Perkoff®® chama a atengfio para a dificuldade
no diagnostico das chamadas formas subclinicas da miopatia alcoélica cronica quando a elevagio
das enzimas séricas ¢ uma diminui¢@io do 4cido l4tico em resposta ao exercicio isquémico sdo
praticamente as Unicas anormalidades encontradas. Nessas formas, segundo o autor, discretas
alteragOes podem ser vistas ao exame da bidpsia muscular tais como leve proliferagio dos niicleos
subsarcolemais ¢ ocasional atrofia de fibras musculares. A anélise ao microscopio 6ptico das
preparagdes de figado coradas pela hematoxilina-cosina revelou, nos animais alcoélicos, fina
vacuolizagfio nas células hepaticas correspondendo nos cortes semifinos corados pelo azul de toluidina
a moderada deposicao lipidica, de distribuigfo difusa, do tipo microvesicular. Tal observagdo indica
uma provavel a¢fio téxica do etanol sobre o figado desses animais. Deve-se acrescentar que em
nenhum animal foram verificados grandes globulos lipidicos no citoplasma que configurassem uma
manifesta esteatose hepéatica.

Microscopia eletrdnica. Um achado praticamente constante foi a dilatagéo do reticulo sarcoplasmatico,
por vezes intensa, de aspecto vesicular. Tal alteragfio foi igualmente observada por vérios autores na
miopatia alcodlica aguda e cronica'3 162134353739 A dissolugdo ou lise de miofibrifas por nés mostrada
foi raramente relatada no alcoolismo crénico humano!*!6% e experimental'. Constitui a nosso ver
uma grave alteragdo se levarmos em consideragdo que tal perda de elementos miocontriteis foi
observada em diminutos espécimens de uma ampla massa muscular.

As mitocondrias de uma maneira geral estavam bem preservadas, ao contrario das intensas
alteragdes relatadas na miopatia alcodlica aguda®?. Nas 4reas em que a arquitetura miofibrilar
estava mantida, ndio foram notadas alteragdes dessas organelas. Nas 4reas de ruptura ou de lise da
estrutura miofibrilar foram por vezes observados acimulos de mitocondrias com forma irregular e
tamanho variado, perdendo sua relagfio habitual com as miofibrilas. AlteragGes das mitocondrias, na
maioria das vezes discretas, foram descritas por alguns autores na miopatia alcoélica cronica humana,
tais como: inclusdes densas na matriz, irregularidade de forma, tamanho aumentado, cristélise e
vacuolizagaoh1»13163537),

Um excesso de lipidios na miopatia alcoélica cronica foi caracterizado ultraestruturalmente
por alguns autores pelo acumulo de goticulas lipidicas entre as miofibrilas?**. Tal fato n3o foi
constatado em nosso material.
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A presenga constante de agregados tubulares no misculo dos animais alcodlicos, idénticos
aos encontrados no dos animais controles, merece algumas consideragdes. Essas estruturas constituem
um achado relevante na paralisia periédica, mas sdo descritas em outras condi¢des tais como porfiria,
intoxicagdo por drogas, miotonia distrofica, outras miotonias e, eventualmente, em bidpsias de alguns
individuos normais®*,

Engel e col.", fazendo uma correlagdo ultraestrutural e histoquimica em bidpsias humanas,
relataram a presenca de agregados tubulares apenas nas fibras musculares do tipo 2 podendo ocorrer
em individuos com leve ou sem qualquer doenga neuromuscular. Fato interessante ¢ que, num total
de mais de 1500 pacientes biopsiados, todos os 24 que apresentavam agregados tubulares eram
homens, embora igual nimero de mulheres e homens tenham sido biopsiados. Concluiram os autores
ndo haver explicago satisfatoria para a formagfio dos agregados tubulares, para a sua limitag#o as
fibras do tipo 2 e sua preferéncia pelo sexo masculino. Referem ainda que a intoxicag@o pelo etanol,
entre outras drogas, pode ser uma causa de seu aparecimento Coube a Chui e col.? relatarem
detathadamente pela primeira vez no alcoolismo a presen¢a de extensos agregados subsarcolemais
em bidpsia do quadriceps de um paciente alcodlico crénico com intoxicagdo aguda. Sete dias ap6s,
numa segunda bi6psia, os autores ndo conseguiram demonstrar qualquer anormalidade. Concluiram
assim que sua presenga poderia representar uma reagdo reversivel quando fosse removido o presumivel
efeito miotoxico do alcool, providos uma adequada nutri¢do e reidratagao. Posteriormente Del Villar
Negro e col.” e Trounce e col.*® constataram a presenga de agregados tubulares em dois de 20 e em
dois de 10 pacientes alco6licos cronicos, respectivamente.

Recentes estudos experimentais demonstraram no masculo normal a presenga de agregados
tubulares. Kunel e col.' observaram agregados tubulares no musculo da panturrilha de camundongos
normais da linhagem MRL +/+, limitados apenas aos machos da referida linhagem, porém ndo
encontrados em outras linhagens, incluindo MRL +/-, MRL 1pr/1pr, BXSB/MpJ, BALB/c, SIL/J,
AJ e C3H HEJ. Admitiram que constituissem uma ocorréncia especifica da linhagem MRL +/+.
Chamaram a atengfo para o fato de que a ocorréncia de agregados tubulares ¢ limitada amplamente
a0 sexo masculino em diversas desordens neuromusculares adquiridas e hereditérias. Yoshitoshi e
col.* trabalhando com camundongos machos normais ICR/JCL observaram que essas estruturas
comegaram a aparecer no masculo esquelético aos trés a quatro meses de idade e foram verificadas
em todos os animais acima dos seis a sete meses. Por outro lado, s6 foram encontradas em dois de 50
camundongos fémeas, aos 14 ¢ 18 meses de idade. Os resultados desses autores revelaram que os
agregados tubulares estavam relacionados ao hormdnio testosterona uma vez que a castragdo dos
animais impedia o seu aparecimento.

Salientamos que em nosso experimento os agregados tubulares foram observados no
camundongo macho C57BL10, inclusive nos controles, nio tendo sido encontrada até o presente
momento qualquer referéncia de sua presenca nesta linhagem. E hoje correntemente admitido que
estas estruturas resultam de prolifera¢o do reticulo sarcoplasmatico'™'®, embora seu significado
permanega ndo esclarecido®.

Em nossa analise ultraestrutural as jungdes neuromusculares e os nervos intramusculares
mostraram padrio condizente 4 normalidade. Tal observagdio ¢ importante quando se pretende
demonstrar a agdo direta do alcool na génese das alteragdes musculares na miopatia alcoélica cronica,
tendo-se em vista o questionavel papel da polineuropatia etilico-carencial. A revisio da literatura
nos mostra que os estudos eletromiograficos na miopatia alcodlica tém fornecido resultados varidveis.
O eletromiograma pode estar normal, apresentar um padrio miopatico ou a combinagiio de alteragdes
miopéticas e neuropéticas™'**. Rossouw e col.* e Langohr e col.”® encontraram ao exame
eletromiografico ¢ eletroneurografico padrio mais frequentemente neuropatico. Os estudos
histoquimicos revelaram atrofia de fibras do tipo 2, presenga de fibras angulares ¢ formagio de
agrupamentos de fibras do mesmo tipo histoquimico (“fibre type grouping’) compativeis com atrofia
neurogénica cronica. Em nosso meio Ferraz e col.! estudando pacientes alco6licos cronicos mostraram
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pela técnica da ATPase atrofia do tipo 2a e alteragfio da imagem em mosaico i custa de agrupamentos
de fibras do mesmo tipo histoquimico, achados estes condizentes com um padrdo neuropético. Os
autores comentam que muitos casos de miopatia alcodlica crénica apresentam sinais de polineuropatia
periférica dificultando sobremaneira a caracterizago da miopatia crénica secundéria ao alcoolismo.
Por outro lado devemos enfatizar que, ja na década de 60, Ekbom e col?, realizando investigagdes
eletromiograficas em 16 pacientes alcodlicos, verificaram padrio miopético em 14 pacientes e normal
em dois. Estudando 10 pacientes alco6licos crénicos, Trounce € col.”® nfio encontraram evidéncia
eletrofisiologica de desnervagio nos musculos proximais da maioria dos pacientes com atrofia,
concluindo ndo ter sido confirmada pelo seus estudos a sugestdo de que a atrofia muscular proximal
no alcoolismo tenha usualmente uma base no processo de desnervago. Freitas e col.”® estudaram o
misculo esquelético de 10 pacientes alcoblicos cronicos, tendo a eletromiografia mostrado padrio
miopético em oito pacientes, neuropético em um e normal em um. Nossos estudos ultraestruturais
sdo compativeis com as observagdes dos autores que demonstraram um padrdo essencialmente
miopético na miopatia alcoolica cronica, falando em favor de uma agio téxica direta do etanol sobre
o miisculo esquelético, independente de qualquer processo neuropético periférico.

Uma observagiio ultraestrutural de grande relevancia foi a presen¢a em nosso material de
importantes alteragdes na microcirculagfio. Enquanto nos animais controles os capilares
intramusculares estavam bem preservados, apresentando paredes delgadas, consistindo de estreito
revestimento endotelial apoiado em delicada ldmina basal, graus varidveis de tumefagfo das células
endoteliais e de espessamento da lamina basal foram verificados nos capilares dos musculos dos
animais alcodlicos. Sdo escassas na literatura as informages sobre alteragdes na microcirculagio na
miopatia alcoélica. No trabalho de Klinkerfuss e col.'®, vamos encontrar uma eletronmicrografia
onde os autores mostram um capilar com visivel espessamento da l1dmina basal, mencionado por
eles na descri¢do da figura de um caso crdnico de alcoolismo humano; ndo obstante, ndo fazem
qualquer referéncia a esta observagfo no texto do trabalho. Hanid e col., estudando 15 pacientes
portadores de miopatia alcodlica, referem o achado em sete pacientes de um manifesto espessamento
da ldmina basal dos capilares musculares. Os autores ndo fazem qualquer comentario sobre este
achado. Dessa forma, ndo podemos deixar de enfatizar que, no contexto das anormalidades
uitraestruturais por nés descritas, constituem as alteragdes da microcirculag@io um dos aspectos mais
fascinantes do nosso estudo experimental que, sem divida, merece posteriores investigagdes
especificas. Uma indagagfo a ser feita ¢ até que ponto tais alteragGes, deixando de constituir mera
concomiténcia no elenco das anormalidades aqui descritas, possam desempenhar através de
mecanismo isquémico um papel importante na patogénese das alteragdes do musculo esquelético no
alcoolismo crénico.

Nossos achados experimentais permitem-nos concluir que a ingestdo prolongada de etanol
por camundongos C57BL10 bem nutridos é capaz de produzir nestes animais um elenco de alteragdes
ultraestruturais que déo considerdve! sustentagdo a teoria de que esse agente desempenha um papel
toxico direto sobre o misculo esquelético. O quadro de alteragdes por nés descrito guarda grande
semelhanca com o relatado na literatura em relagio & miopatia alcodlica crénica humana
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