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“Erros são, no final das contas, 

fundamentos de verdade. Se um homem 

não sabe o que uma coisa é, já é um 

avanço do conhecimento saber o que ela 

não é” 

Carl Jung 

 

 

 

“É preciso a certeza de que tudo vai mudar; 

É necessário abrir os olhos e perceber que as 

coisas boas estão dentro de nós: onde os 

sentimentos não precisam de motivos nem os 

desejos de razão. O importante é aproveitar 

o momento e aprender sua duração; Pois a 

vida está nos olhos de quem sabe ver...Se não 

houve frutos, valeu a beleza das flores. Se 

não houve flores, valeu a sombra das folhas. 

Se não houve folhas, valeu a intenção da 

semente” 

                        Henfil 
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RESUMO 

O alcoolismo crônico está inserido no grupo das principais doenças classificadas como 
oriundas de distúrbios mentais, sendo as mulheres mais atingidas em relação aos homens. 
Embora, o álcool conduza inicialmente a estímulos emocionais benéficos para o organismo, 
proporcionando aumento da euforia, do prazer, entre outros, seu uso excessivo e 
prolongado pode promover efeitos colaterais indesejáveis, inclusive sobre a reprodução. Na 
literatura existem poucos estudos envolvendo as conseqüências do alcoolismo crônico em 
fêmeas. O presente trabalho tem como objetivo elucidar as alterações manifestadas no 
ovário de ratas adultas UChA e UChB (consumidoras voluntárias de etanol a 10%). Após o 
período de tratamento, 42 ratas subdivididas em três grupos experimentais (UChA, UChB e 
Wistar) foram eutanasiadas por decapitação, e os ovários coletados e processados para 
análise em microscopia de luz e eletrônica de transmissão. O material foi corado com 
Hematoxilina e Eosina, Tricrômico de Masson, Azul de Toluidina, ácido periódico de 
Schiff, Giemsa, Feulgen e, empregou-se o método enzimológico para atividade da fosfatase 
ácida e alcalina. Os parâmetros: peso corpóreo e dos genitais, índice de ganho de peso, 
duração dos ciclos estrais e dosagens hormonais (FSH, LH, -estradiol e progesterona) 
foram avaliados. A análise estatística foi realizada com 5% de significância. Não houve 
diferença significativa entre o peso dos animais no início e final do experimento, embora, 
ao final do experimento, os animais do grupo UChB apresentaram maior índice de ganho 
de massa. O peso relativo dos ovários dos animais UChB mostrou-se significativamente 
menor comparado ao grupo Wistar. As dosagens hormonais não apresentaram diferenças 
estatísticas entre os grupos. Os animais UChA e UChB revelaram as maiores médias de 
duração dos ciclos estrais e permanência na fase de estro. Nota-se estágios diferenciados de 
proliferação celular e atresia folicular avançada nos ovários, variando entre os grupos 
UChA e UChB. Nas variedades bebedoras, a túnica albugínea apresentou-se fibrosa e o 
estroma medular predominantemente celular. Estroma fibrocelular e túnica albugínea 
fibrosa estão presente no grupo controle. O grupo UChA apresentou reações 
metacromáticas entre as células da granulosa dos folículos em crescimento, enquanto 
regiões delimitadas na parede dos folículos primários, em desenvolvimento e antrais 
apresentaram intensa metacromasia nos animais UChB. Os grupos UChA e UChB 
apresentaram reações PAS-positivo no tecido glandular intersticial, enquanto nos animais 
controles essas reações ficaram restritas na zona pelúcida de ovócitos e entre as células da 
granulosa de folículos secundários. Os folículos antrais do grupo UChB apresentaram forte 
reação à fosfatase ácida (FA), comparados aos grupos UChA e controle. Nos animais 
UChA, os corpos lúteos hemorrágicos e em regressão, destacaram reação à FA com 
presença de grumos associados. A fosfatase alcalina (FAL) demarcou ampla vascularização 
nos corpos lúteos dos animais UCh, enquanto que a teca interna dos folículos secundários 
do grupo UChB reagiram intensamente com a FAL. A análise ultra-estrutural revelou 
corpos lúteos com vacúolos autofágicos no citoplasma e início de picnose nuclear nas 
linhagens UCh. As células da granulosa apresentaram núcleos com marginalização da 
cromatina e mitocôndrias edemaciadas.  Conclui-se que há irregularidades do ciclo estral e, 
consequentemente, alterações estruturais nos ovários das linhagens UChA e UChB.    
Palavras-chave: ciclo estral, ovário, ultraestrutura, etanol, UCh 
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ABSTRACT 

Chronic alcoholism belongs to the group of diseases classified as originated from mental 
disturbs, being the women more affected than men. Although ethanol intake causes benefic 
stimulus to the organism, like increase in euphoria and pleasure, excessive and prolonged 
use can cause side effects, even to the reproduction. On the literature, there were few 
researches involving chronic alcoholism and female. In regard to the current incidence of 
early and late alcoholism in women, and its consequences to the reproduction, the aim of 
this study was to evaluate the UChA and UChB (10% ethanol voluntary intake) adult rat 
ovary structure. After the experimental period, 42 rats divided into three groups (UChA, 
UChB and Wistar control) were killed, by decapitation method, and their ovaries collected 
to the light and electronic microscopy analysis. Ovary slides were stained with HE, 
Masson’s tricromic, toluidine blue, Periodic Acid Schiff and tissue was cryofrozen to 
further acid/alkaline phosphatase histochemical techniques. Final body weight, 
reproductive organs weight, body weight gain index, estrous cycle duration and hormone 
dosages (FSH, LH, -oestradiol and progesterone) were analyzed. The statistical analysis 
was made using 5% of significance. There was no significative difference between the 
groups as to initial and final body weights, although the UChB rats showed an increased 
body mass gain at the final treatment period. The UChB ovaries relative weight was 
significantly lower comparing to the control. The hormonal levels did not differ among the 
groups. The UChA and UChB groups presented prolonged estrous cycles and persistent 
oestrous phases. Different stages of atresia and proliferation on follicle cells were found 
varying in UChA and UChB ovaries. The tunica albuginea showed fibrous tissue and 
cellular stromal components in ethanol drinking animals. Fibrocellular stroma and fibrous 
tunica albuginea were present in the control group. The UChA group showed 
metachromatic reaction between the growing follicles granulosa cells, whereas, in the 
UChB rats, intense metachromasia appeared on small, growing and antral follicles. The 
UCh groups presented PAS-positive reaction in the interstitial glandular tissue, while in 
control animals these reactions were restricted to the zona pelucida of oocytes and among 
granulosa cells of secondary follicles. The antral follicles of the UChB rats showed a high 
intensity reaction to acid phosphatase (AP), when compared to UChA and control groups. 
In UChA animals, the hemorrhagic and regression corpora lutea had AP reaction with the 
presence of associated clumps. Alkaline phosphatase (ALP) marked a hypervascularization 
in corpora lutea of UCh rats. In UChB strain, internal theca layers of growing follicles, 
reacted strongerly with ALP in contrast to UChA and control groups. The ultrastructural 
analysis revelated in UCh strain, corpus luteum with autofagic vacuoles and pyknotic 
nuclei at the initial stage. The UCh granulosa cells presented irregular nucleus with 
chromatin marginalization and edematous mitochondria. In conclusion, there were estral 
cyclicity irregularities, caused by chronic ethanol intake in the UCh groups, which were 
consequently reflected as morphologic alterations in the ovaries structure. 
Key-words: estrous cyclicity, ovary, ultrastructure, alcohol, UCh 
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INTRODUÇÃO GERAL 

  

 O alcoolismo presente na sociedade pode ser conceituado como um conjunto de 

fatores patológicos e psicológicos que podem levar ao uso excessivo e a dependência 

crônica (GIACHETI, 1996). Atualmente, classifica-se como o terceiro mais grave problema 

de Saúde Pública Mundial, ao lado da Ezquizofrenia e Distúrbio bipolar (FIGUEIRA et al., 

1999), atingindo em maioria os homens, embora o índice de mulheres alcoólicas tem-se 

elevado, sofrendo os efeitos mais drásticos do álcool no organismo (FREZZA et al., 1990). 

Por muitos anos, as intervenções farmacológicas ficaram restritas ao tratamento da 

Síndrome de Abstinência do Álcool, decorrentes do conjunto de sintomas físicos e 

psíquicos que aparecem com a diminuição ou interrupção do uso do álcool. Com o 

agravamento da Síndrome da Dependência do Álcool, a frequência dos sintomas aumenta, 

passando a se tornarem persistentes (LARANJEIRA, 1996), levando a pessoa a dar 

prioridade à ingestão alcoólica em detrimento das atividades sociais, profissionais ou 

recreativas (EDWARDS et al., 1999). Recentemente, como estratégias terapêuticas, 

surgiram o ondansetron e o topiramato, atuando no substrato neuroquímico do sistema 

serotoninérgico. Em pacientes tratados com ondansetron (SWIFT et al., 1996) e topiramato 

(JONHSON et al., 2003), observou-se reduções do consumo de álcool e aumento do 

período de abstinência. Outros ensaios clínicos com agentes antagonistas de receptores para 

opióides (Naloxone e Naltrexone) têm sido avaliados com eficácia na redução dos efeitos 

ansiogênicos da abstinência (O’ MALLEY et al., 1992).  

 A ingestão de grandes quantidades de álcool etílico provoca alterações metabólicas 

e patológicas em sistemas do organismo humano, incluindo disfunções no sistema nervoso, 
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no metabolismo da glicose, lipídios, proteínas e alteram os aspectos nutricionais de órgãos 

como pâncreas, estômago e intestino (KORSTEN & LIEBER, 1979; HIRATA & HIRATA, 

1991). Por induzir a formação de radicais livres, o etanol é capaz de desestabilizar proteínas 

e lipídios celulares (lipoperoxidação), favorecendo ao processo de apoptose/necrose e 

prejudicando a organogênese. Tanto o etanol quanto o acetaldeído têm efeitos diretos sobre 

vários fatores de crescimento celular, inibindo a síntese do ácido retinóico e a proliferação 

celular (RILEY et al., 2001). 

 

REVISÃO DA LITERATURA 

 

Álcool: Toxicidade e Farmacocinética 

 Aproximadamente 95% do etanol presente no sangue são oxidados no fígado. Sua 

metabolização segue três vias diferentes nos hepatócitos: álcool desidrogenase, responsável 

pela maior parte do processo, sistema de oxidação microssomal e sistema da catálise 

binária. Após sofrer a ação da enzima álcool desidrogenase, o etanol é convertido em 

acetaldeído, que por sua vez, é oxidado por ação da enzima acetaldeído desidrogenase, 

originando como produto final o acetato intracelular, e CO2 e H2O na circulação para serem 

excretados (TAMPIER et al, 1994; BASELT, 1996).  

 O etanol é um potente indutor de teratogênese em humanos, sendo descrito desde 

1968 e conceituado como um padrão específico de malformações em 1973. Quando 

ingerido durante a gestação, pode levar ao neonato um quadro de Síndrome Fetal Alcoólica 

(HOYME et al., 2005), condição irreversível, caracterizada por anomalias craniofaciais 

típicas, retardo no crescimento e distúrbios cerebrais (HOYME et al., 2005; 
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KRULEWITCH, 2005). O álcool ingerido pela gestante atravessa a barreira placentária, 

expondo o feto às mesmas concentrações sanguíneas materna. No feto (CHAUDHURI, 

2000), as consequências do etanol são maiores, pois seu metabolismo e eliminação são 

mais lentos, tornando o líquido amniótico impregnado de álcool não modificado (etanol) e 

acetaldeído (metabólito do etanol).  

 Estudos epidemiológicos apontam o consumo crônico de álcool como um fator 

predisponente para o desenvolvimento de câncer de faringe, esôfago, laringe, fígado, 

estômago, cólon, ovário e mama (BAGNARDI et al., 2001). POSCHL & SEITZ (2004) 

sugerem que o álcool atue como agente co-carcinogênico ou promotor de tumor em tecidos 

de animais, porém não diretamente como carcinogênico. GARRO & LIEBER (1990) 

evidenciaram que o etanol acentua o efeito carcinogênico de outros agentes, como 

compostos aromáticos policíclicos e algumas nitrosaminas, favorecendo ao crescimento 

tumoral, diminuição da capacidade de destoxificação, imunossupressão e inibição das 

enzimas de reparo do DNA lesado.  O consumo de álcool pode aumentar a incidência de 

câncer de mama, com fator de risco estimado para 7% a cada 10g de álcool ingerido 

diariamente (ROISMAN & LIFSHITZ, 2006). Estudos recentes apontam que parte dos 

efeitos carcinogênicos do consumo de etanol devem estar relacionados com três fatores: o 

metabolismo in situ de níveis de etanol citosólico e microssomal, o efeito mutagênico 

promovido pelo acetaldeído e por radicais hidroxil e 1-hidroxietil (LIEBER & DE CARLI, 

1973). CASTRO et al. (2006) enfatizaram o efeito do etanol em células epiteliais de 

glândula mamária de ratas adultas, evidenciando alterações ultraestruturais, núcleo irregular 

com invaginações do envoltório nuclear, condensação da cromatina e dilatação dos poros 

nucleares. 
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 A alta concentração de álcool no sangue é relatada como um dos principais fatores 

que desencadeiam deficiências neurológicas severas na medula espinhal (FORCHHEIMER 

et al., 2005), morfológicas e neuropsicológicas (MOSELHY et al., 2001). Entre alguns 

mecanismos cognitivos que são afetados pelo alcoolismo crônico e agudo, destacam-se: 

ausência de atenção, cognição prospectiva e falhas na memória autobiográfica. Os 

transtornos emocionais promovidos pelo álcool incluem: disforia, ansiedade, fobias, 

depressão e agressão (O'CONNELL et al., 2005). Uma característica comum envolvendo o 

etanol, a nicotina, a cocaína, a anfetamina e os opióides, é a habilidade em ativar o sistema 

mesocorticolímbico dopaminérgico (GRENHOFF et al., 1986; CLARKE et al., 1988; 

KOOB, 1992; BLOMQVIST et al., 1993), estrutura atuante no sistema de recompensa 

cerebral e chave no desenvolvimento e manutenção da dependência de drogas de abuso 

(WISE & ROMPRE, 1989). 

 Alterações morfofisiológicas como impotência, atrofia testicular vinculada a atrofia 

de túbulos seminíferos e quantidade reduzida de células germinativas (MORRIONE, 1944; 

BENNETT et al., 1950; VAN THIEL et al., 1974), bem como ginecomastia e perda do 

interesse sexual em homens estão geralmente associadas com o alcoolismo (BOYDEN et 

al., 1983). O etanol e seus metabólitos promovem inicialmente exposição, acompanhada de 

elevada redução dos níveis de receptores para LH em células de Leydig humanas, 

interferindo na síntese hormonal de testosterona (BANNISTER & LOSOWSKY, 1987; 

ADLER, 1992). Em ratos púberes, a síndrome da feminização induzida por queda nos 

níveis de testosterona, frente ao alcoolismo crônico, leva à aparente perda das funções 

hepáticas reguladas por receptores de andrógenos (MORGAN, 1982); sendo notável, na 

idade adulta, a baixa produção da 2 estrógeno hidroxilase e estrógeno sulfotransferase 
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(EST) (TADIC et al., 2000) enzimas atuantes na metabolização de estrógenos, com 

concomitante aumento na atividade da P450 aromatase (GRAVES & SALHANICK, 1979). 

Esses efeitos podem levar a diminuição do volume seminal e subsequente quantidade de 

espermatozóides (PUROHIT, 2000). O álcool, quando ingerido socialmente ou em baixos 

níveis, não interfere diretamente com a qualidade do sêmen (MONOSKI et al., 2002). 

Entretanto, dosagens excessivas de álcool acarretam efeitos adversos na fertilidade 

masculina, promovendo alterações indiretas envolvendo o eixo hipotalâmico-hipofisário-

testicular (CÍCERO, 1982; SALONEN et al., 1992) ou outros sistemas que interagem com 

esse eixo quando estimulados pelo álcool (YEN & JAFFE, 1991), ou ainda, atuar como 

uma potente toxina gonadal (COBB et al., 1981), a qual pode diretamente induzir apoptose 

local (NANJI & HILLER-STURMHOFEL, 1997) e inibir complexos enzima-substrato 

envolvidos na síntese esteroidogênica (ANDERSON et al., 1985; CHIAO & VAN THIEL, 

1983). Eventualmente, observa-se redução da inervação peniana, podendo culminar em 

quadro de disfunção eréctil (BUFFUM, 1983).  

 

Seleção das linhagens bebedoras de etanol 

Em um trabalho de revisão de LI et al. (1987), se menciona a existência de três 

pares de linhagens de ratos de consumo baixo e elevado de álcool: os UChA e B (UCh= 

Universidade do Chile) os mais antigos, os de HELSINKI iniciados por KALERVO 

ERIKSSON e os de LUMENG & LI em Indianápolis. Existe outro em Calgari, no entanto 

não há muita informação a respeito. Dos três pares, os únicos que se têm mantido 

permanentemente mediante inbreeding são os UChA e B, e por conseguinte, são as únicas 

linhagens de ratos de que se têm conhecimento podendo ser consideradas linhagens puras 
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para efeitos de estudos relacionando aspectos genéticos, bioquímicos, fisiológicos, 

nutricionais e farmacológicos, bem como apetite e tolerância ao álcool que são importantes 

fatores do alcoolismo humano.  As linhagens AA (Alko Alcohol) e ANA (Alko Nonalcohol) 

de HELSINKI foram obtidas desde o princípio por alternância de cruzamentos de 

inbreeding com outbreeding. Além disso, há alguns anos começou a decair a fertilidade dos 

cruzamentos, assim como o número de crias por ninhada, o que moveu os investigadores a 

recorrer ao outbreeding, que se tem mantido até agora. Por sua vez, as linhagens P (Alcohol 

Preferring - 5-8g/kg/day) e NP (Non-Alcohol-Preferring - menos de 0,5g/kg/dia) de 

LUMENG & LI têm sido obtidas desde o princípio mediante outbreeding. É sabido que em 

um processo de seleção por inbreeding é necessário ter muita constância e paciência, pois 

se observa que muitos cruzamentos mostram-se inférteis, devido à probabilidade de que se 

produzam homozigotos letais ou subletais. Portanto, os ratos da variedade UChA e UChB, 

AA e ANA, embora exibam amplas diferenças na preferência ao álcool, são importantes 

para o estudo de características únicas ao alcoolismo humano, além da rápida reprodução, o 

pouco espaço físico ocupado e o baixo custo de manutenção. Por razões óbvias, os modelos 

animais empregados para os estudos de doenças humanas são, em geral, reproduções não 

exatas das doenças. Porém, a história do progresso médico ensina que eles têm sido 

ferramentas insubstituíveis no estudo de características particulares das doenças humanas, 

levando a aquisição de conhecimentos úteis no tratamento e prevenção. Atualmente, 

variados modelos experimentais tem surgido com a finalidade de acompanhar as 

características farmacológicas do etanol em cada tipo de administração e períodos de 

exposição, possibilitando mensurar aspectos motivacionais positivos (reforçando o 
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consumo) ou negativos (efeitos aversivos) (SPANAGEL & HOLTER, 2000; TABAKOFF 

& HOFFMAN, 2000). 

 

 Álcool e o Sistema Reprodutor Feminino 

 Experimentos envolvendo o alcoolismo crônico e alterações estruturais em órgãos 

reprodutores de fêmeas podem ajudar a enfatizar alguns dos prejuízos causados pelo uso do 

álcool, na qual a população pode estar sendo acometida. Restritos são os relatos que 

asseguram os efeitos toxicológicos de agentes químicos exógenos no organismo feminino, 

devido ao seu complexo ciclo hormonal reprodutivo. Aspectos relacionados à 

epidemiologia do câncer ovariano, envolvendo fatores reprodutivos e ambientais são 

bastante enfatizados na literatura especializada. Dentre os mais comuns, aparece o 

carcinoma epitelial ovariano (BAI et al., 2000), originando-se na superfície epitelial em 

90% dos casos. Já os tumores de origem germinativa e estromal são raros. Em 2002, 

aproximadamente 14.000 mulheres norte-americanas, diagnosticadas tardiamente chegaram 

à óbito (ACS, 2002). O aumento na produção de gonadotrofinas e estrógenos (SHUSHAN 

et al., 1999) no caso de foliculogênese alterada ou fatores que mimetizam indução de 

ovulação (superovulação) como hCG (CELIK et al., 2004) potencializam atividade mitótica 

epitelial (tufting), de células da granulosa folicular, e formação cística ovariana, podendo 

estes contínuos ciclos ovulatórios culminar em lesões neoplásicas. 

 Em mulheres não alcoólicas, o consumo de forma aguda parece não afetar o 

funcionamento do eixo hipotalâmico-hipofisário-ovariano (MENDELSON et al., 1981; 

VALIMAKI et al., 1983). Já o alcoolismo crônico em mulheres, portando ou não doença do 

fígado, está geralmente associado a severos desarranjos funcionais reprodutivos, incluindo 
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quadros de amenorréia, oligomenorréia, dismenorréia, hipo ou infertilidade, abortos 

espontâneos (HUGUES et al., 1980; HARLAP & SHIONO, 1980), perda da libido e 

menopausa prematura (BORHANMANESH & HAGHIGHI, 1970; GREEN & RUBIN, 

1959), porém existem poucos e contraditórios dados relacionando o alcoolismo e o estado 

orgânico endocrinológico feminino. Alguns autores apontam o álcool como agente 

acentuador de hiperplasias endometriais (BARR & SOMMERS, 1957; EDMAN & 

MACDONALD, 1976), enquanto outros (LINQUETTE et al., 1972), depressor da síntese 

estrogênica promovendo atrofia endometrial. Estudos realizados em mulheres alcoólicas 

crônicas (HUGUES et al., 1980) e em macacas Monkeys (MELLO et al., 1983) tratadas 

com elevadas doses de álcool (4,5 g/kg/dia) durante três meses, evidenciaram marcante 

amenorréia, acompanhada de oscilações de baixa produção de estrógeno e LH, atrofia 

endometrial e ovariana. Terapias de reposição hormonal com análogos LHRH tem se 

mostrado eficaz em reverter ou atenuar disfunções amenorréicas e a perimenopausa 

(HASHIMOTO et al., 1976), porém o tratamento a longo prazo pode trazer conseqüências 

drásticas irreversíveis (FATHALLA, 1971; BANDERA et al., 1995). Os efeitos do 

alcoolismo crônico no organismo feminino, interferindo na fisiologia da reprodução, podem 

prover de ações indiretas, no caso de disfunções hepáticas (ex. cirrose) e estresse 

nutricional, sendo o bom estado nutricional fator importante na manutenção do ciclo 

menstrual (FRISCH & MACARTHUR, 1974), e mesmo de ações do álcool no sistema 

nervoso ou afetando diretamente a gônada. O ovário sintetiza a enzima álcool-

desidrogenase (DEANE, 1962), que atua na conversão de etanol em acetaldeído, sendo 

dependente da coenzima NAD para ser reduzida a NADH; por outro lado, muitos eventos 

da esteroidogênese ovariana, incluindo conversão de pregnenolona em progesterona pela 3-
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 hidroxiesteróide desidrogenase é NAD dependente (RICHARDSON, 1975), o que pode 

levar à disfunções mitocondriais e redução da síntese hormonal nos indivíduos alcoólicos. 

 A exposição contínua de ratas adultas ao etanol 5% (KRUEGER et al., 1982), 

interfere com a ciclicidade estral, com o número de oócitos ovulados e altera períodos de 

abertura vaginal (BO et al., 1982), porém as células descamadas do epitélio vaginal ainda 

apontam as características fases do ciclo. HENDERSON & SCHENKER (1977), 

observaram que ratas tratadas com etanol 5% durante 21 semanas, foram capazes de 

acasalar, fecundar e produzir proles viáveis; no entanto, os índices de perda pré ou pós-

implantação não foram avaliados.  

LAURA et al. (2003), analisando ovários de ratas tratadas com etanol (31ºGL), 

evidenciaram aumento do número de corpos lúteos e folículos atrésicos; menor diâmetro 

presente nos corpos lúteos, na camada granulosa (ainda com presença de vacuolizações e 

gotas lipídicas) e regressão gradual da teca antral folicular. Estudo realizado em células da 

camada granulosa de folículos ovarianos (PUROHIT, 2000), mostrou que o aumento do 

consumo alcoólico parece não alterar a secreção de estradiol por estas células; porém uma 

maior atividade da enzima aromatase é obtida, atuando na transformação de andrógenos em 

estrógenos. 

 MAPOLES et al. (1994) verificaram a inibição do crescimento em células ovarianas 

de hamster, mantidas em cultura, e transfectadas com cDNA de hepatócitos que expressam 

a desidrogenase alcoólica, podendo inferir que o acetaldeído formado e não o etanol, seja o 

responsável pela inibição. 
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 Na adolescência, o alcoolismo pode apresentar efeitos adversos para a reprodução 

feminina (LEE DEES et al., 2001), incluindo: queda na produção de estradiol de forma 

indireta, devido alteração no balanço da produção de hormônios hipofisários, interferência 

na regulação do sistema do óxido-nítrico e de fatores de crescimento como (IGF-1), 

presentes no ovário em desenvolvimento. 

 

Ovário: Estrutura e Funcionamento 

 O ovário é um órgão par revestido pelo epitélio germinativo, geralmente do tipo 

cúbico simples, contínuo com o mesovário. Seu interior subdivide-se em duas zonas: o 

córtex e a medula. O córtex contém os folículos em vários estágios de desenvolvimento, 

corpos lúteos, células intersticiais e elementos do estroma. Por ser um tecido adaptativo, 

encontram-se densos agregados de fibroblastos, variando entre células do conjuntivo 

frouxo. Os fibroblastos são pleomórficos, podendo assumir características epitelióides, 

formando a teca folicular e as glândulas intersticiais associadas aos folículos 

(PRIEDKALNS & LEISER, 1998). A região medular é formada por grandes vasos 

sanguíneos, linfáticos, nervos, fibras elásticas, reticulares e estruturas embrionárias 

oriundas da rete ovarii.  

 Os ovários de ratas neonatais estão preenchidos com oócitos, apresentando-se em 

agrupamentos, ainda sem associação com as células da pré-granulosa (PETERS, 1969). São 

os fatores de transcrição e crescimento, como Figla e GDF9, sintetizados pelo oócito que 

auxiliam na secreção da zona pelúcida (principalmente pelas glicoproteínas ZP1, ZP2 e 

ZP3) e promovem a primeira interação com as células da granulosa, formando o folículo 

primordial (ALBERTINI et al., 2001; RANKIN et al., 1996). A partir daí, outros fatores 
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secretados pelo oócito estimulam a produção de fatores de crescimento pelas células da 

granulosa, mantendo seu metabolismo, crescimento, divisão e associação com as camadas 

tecais até o desenvolvimento folicular secundário. Após o estabelecimento dos folículos 

secundários, torna-se necessária a síntese e secreção de FSH pela adenohipófise. Esse 

hormônio glicoproteíco atua estimulando a proliferação da camada granulosa, síntese de 

estrógenos e seus receptores, expressão de receptores para LH, P450 aromatase, activina A, 

inibina e atenua a morte celular programada (RICHARDS, 1994). Estrógeno, 

foliculostatina e inibina promovem o feed-back negativo na secreção de FSH pela hipófise 

e estimulam a liberação de LHRH pelo hipotálamo, sinalizando a síntese de LH. O 

hormônio LH exerce grande função na ovulação (ESPEY & RICHARDS, 2006), 

estimulando a produção de testosterona e androstenediona pelas células da teca interna, 

finaliza a meiose I no oócito, induz síntese de metaloproteinases para ruptura da parede 

folicular e do complexo cumulus-oócito, influencia na síntese de progesterona e seus 

receptores, essenciais no processo de inflamação (COX 1 - 2 e prostaglandinas), induz à 

luteinização e transformação das células foliculares em granulosa-luteínicas e teca-

luteínicas, constituindo o corpo lúteo.  

 Alguns folículos em crescimento tornam-se atrésicos. Na atresia dos folículos 

primários e secundários, o oócito degenera antes da parede folicular, enquanto nos outros 

estágios ocorre o inverso. A atresia obliterativa caracteriza-se pela hipertrofia e 

pregueamento das camadas granulosa e teca, ocupando a cavidade antral, sendo um tipo de 

morte celular programada. Na atresia cística, ocorre atrofia das células granulosas e tecais, 

formando os cistos que em caso de não regressão, interferem no ciclo estral e na fertilidade. 
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 Atualmente, já foram identificados nas células da granulosa e teca folicular, 

receptores para quase todos os hormônios e fatores existentes no organismo, incluindo o 

GH, TRH, CRH, LHRH, NGF1, EGF, leptina, IGF1 e 2, entre outros (BURNS & 

MATZUK, 2002).  

 

JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA DA TEMÁTICA 

 O consumo abusivo ou a dependência alcoólica parece estar associado a diversas 

alterações no ciclo reprodutivo feminino, desde a ocorrência de amenorréia ou 

irregularidades menstruais (BECKER et al, 1989), disfunções ovarianas com ciclos 

anovulatórios, menopausa prematura e até abortos espontâneos (KESMODEL et al., 2002). 

Os efeitos do alcoolismo crônico sobre as estruturas reprodutivas em fêmeas são pouco 

enfatizados na literatura em relação às masculinas. 

 

OBJETIVO 

O objetivo do presente estudo é analisar os efeitos da ingestão crônica do etanol 

sobre a estrutura e a biometria de ovários de ratas das variedades UChA e UChB, de 

consumo voluntário de etanol, modelos raros para os trabalhos relacionados aos efeitos do 

alcoolismo. 

 

ARTIGO 

 O presente trabalho de Mestrado originou um artigo que foi submetido ao periódico 

Reproductive Toxicology, o qual se intitula “Estrutura e biometria dos ovários de ratas 

adultas UChA e UChB (consumidoras voluntárias de etanol)” apresentado a seguir. 



15 
 

ARTIGO  

 

“ESTRUTURA E BIOMETRIA DOS OVÁRIOS DE RATAS ADULTAS UChA E 
UChB (CONSUMIDORAS VOLUNTÁRIAS DE ETANOL)” 
 

 

Luiz Gustavo A. Chuffa1, Carlos R. Padovani2, Francisco E. Martinez3 

 

1 – Programa de Pós-graduação em Biologia Celular e Estrutural, Instituto de Biologia, 

Universidade Estadual de Campinas – UNICAMP. 

2 – Departamento de Bioestatística, Instituto de Biociências de Botucatu, Universidade 

Estadual de São Paulo – UNESP. 

3 – Departamento de Anatomia, Instituto de Biociências de Botucatu, Universidade 

Estadual de São Paulo – UNESP. 

 

 

Agência Financiadora: FAPESP – Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São 

Paulo. 

 

Endereço do Autor: 

Francisco Eduardo Martinez 

Departamento de Anatomia 

Instituto de Biociências de Botucatu 

Universidade Estadual Paulista – UNESP 

Caixa-Postal 510 

CEP 18618-000, Distrito de Rubião Jr., s/n, Botucatu, SP – Brazil. 

Email: martinez@ibb.unesp.br 

Telephone number: +55 (14) 38116040, Fax: +55 (14) 38116264 

 

Running title: Álcool e estrutura do ovário  



16 
 

ESTRUTURA E BIOMETRIA DOS OVÁRIOS DE RATAS ADULTAS UChA E 
UChB (CONSUMIDORAS VOLUNTÁRIAS DE ETANOL) 
 
 
 
RESUMO  
  

O alcoolismo crônico em fêmeas é questão atual e preocupante. O presente trabalho tem 

como objetivo elucidar as alterações manifestadas no ovário de ratas adultas UChA e 

UChB (consumidoras voluntárias de etanol a 10%). Após o período de tratamento, 42 ratas 

subdivididas em três grupos experimentais (UChA, UChB e Wistar) foram eutanasiadas por 

decapitação, e os ovários coletados e processados para análise em microscopia de luz e 

eletrônica. Os animais UChB apresentaram maior índice de ganho de massa corpórea e 

menor peso relativo dos ovários em relação aos demais grupos. As ratas UCh apresentaram 

as maiores médias de duração dos ciclos estrais e permanência na fase de estro. Estágios 

avançados de atresia folicular foram comum nos animais UCh, sendo os fragmentos 

celulares destacados com a técnica da fosfatese ácida e microscopia eletrônica. Conclui-se 

que há irregularidades do ciclo estral e, conseqüentemente, alterações estruturais nos 

ovários das linhagens UChA e UChB.    

 

Palavras-chave: ciclo estral, rata, ovário, microscopia, ultraestrutura, histoquímica, etanol, 

UCh 
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INTRODUÇÃO  

 

O alcoolismo crônico, em mulheres, favorece ao aparecimento de complicações 

físicas e psíquicas, podendo acometer o neonato e a fertilidade. Em mulheres não 

alcoólicas, o consumo de forma aguda parece não afetar o funcionamento do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-ovariano [1,2]. No entanto, o alcoolismo crônico, com ou sem 

alterações no fígado, está geralmente associado a severos desarranjos funcionais 

reprodutivos, incluindo quadros de amenorréia, oligomenorréia, dismenorréia, hipo ou 

infertilidade, abortos espontâneos [3,4], perda da libido e menopausa prematura [5,6]. 

Estudos realizados em mulheres alcoólicas crônicas [3] e em macacas [7] evidenciaram 

amenorréia acompanhada de oscilações de baixa produção de estrógeno e LH, atrofia 

ovariana e endometrial. Krueger et al. [8] observaram, em ratas, prolongamento da fase de 

diestro. Outros trabalhos apontam o tratamento crônico com etanol como acentuador da 

permanência na fase de diestro, com diminuição do LH circulante [9] e indícios de anestro 

permanente [10]. Krueger et al. [11] descreveram alterações do ciclo estral e de períodos de 

abertura vaginal [12]. Na literatura há poucos relatos envolvendo reprodução e alcoolismo 

em ratas. Os animais UCh são modelos das doenças relacionadas ao alcoolismo, 

fundamentais para o entendimento dos efeitos do alcoolismo crônico na reprodução. O 

objetivo do presente estudo foi analisar a influência da ingestão crônica do etanol sobre a 

estrutura e a biometria dos ovários de ratas das variedades UChA e UChB (bebedoras 

voluntárias de etanol a 10%). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 Animais e manejo experimental 

Foram utilizadas 42 ratas (Rattus norvegicus albinus), adultas (4 meses), com peso 

médio de 280g, cujas matrizes foram importadas do biotério do Departamento de 

Farmacologia e Bioquímica da Faculdade de Medicina da Universidade do Chile. Os 

animais constituíram três grupos: 1o) ratas UChA de consumo voluntário de etanol a 10% 

(água + etanol) e consumo médio de etanol de 1,9g/100g/dia, 2o) ratas UChB de consumo 

voluntário de etanol a 10% e consumo médio de etanol de 4,0g/100g/dia e 3o) ratas Wistar 

de consumo voluntário de água utilizadas como controle, cedidas pelo Biotério Central do 

Campus de Botucatu/UNESP. As fêmeas tratadas receberam etanol durante 60 dias, com 

dieta sólida constituída de ração Nuvital e o protocolo experimental seguem os princípios 

éticos de pesquisa animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(Protocol. no 84/07- CEEA - IBB/UNESP). 

 Todos os animais foram alojados em caixas de polipropileno (43x30x15cm), com 

substrato de maravalha, e mantidos em ambiente adequado sob condições controladas (12h 

de ciclo claro/escuro e aproximadamente 23°C). Após 60 dias de ingestão crônica de 

etanol, as fêmeas em estro, monitoradas pela técnica do esfregaço vaginal, foram 

eutanasiadas para coleta e processamento do material. 

 Microscopia de Luz (MLuz): Historesina 

Foram eutanasiadas em estro, após saturação anestésica com éter etílico, 18 fêmeas 

(seis de cada grupo). O útero, as tubas uterinas e os ovários, foram dissecados sob 
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microscópio cirúrgico D. F. Vasconcelos, sendo os ovários fixados em glutaraldeído 2,5%, 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 6h. Os órgãos foram acondicionados em álcool 70% 

na geladeira, por 48h. A desidratação foi realizada em álcool 95% durante 4h e a infiltração 

em resina plástica “Historesin” (Reichert – Jung/Embedding Kit – Alemanha) mais álcool 

durante 4h. Os órgãos foram imersos em resina pura por 12h. As amostras de tecido foram 

incluídas e transportadas para histomoldes etiquetados (histomold - LKB – Alemanha), 

contendo mescla de inclusão (líquido de infiltração + endurecedor). Os histomoldes foram 

colocados em estufa a 60oC durante 3h. Os blocos do material incluído foram cortados com 

4µm de espessura em micrótomo LEICA 2145 e, posteriormente, corados com 

Hematoxilina e Eosina (HE), azul de toluidina (AT), ácido periódico de Schiff (PAS), 

Giemsa e Tricrômico de Masson. As lâminas foram analisadas e fotografadas em 

fotomicroscópio digital Axiophot II Zeiss do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. 

 MLuz: Fosfatase Ácida (FAc) 

As tubas uterinas, juntamente com os ovários, e extremidades craniais dos cornos 

uterinos esquerdo foram coletados e dissecados. O material foi coberto com talco para a 

preservação do tecido e congelado em nitrogênio líquido. Os órgãos reprodutores 

congelados foram transferidos para câmara de criostato LEICA CM1800 Cryostat 

(Alemanha) a –20oC e mantidos durante 15 a 20 minutos. Os órgãos foram colados pela 

extremidade cranial do corno uterino em suporte metálico, utilizando-se adesivo especial: 

“Tissue Freezing Medium” JUNG (Einbettmedium/Laborgebrauch/Germany). Os ovários 

foram seccionados com 10µm de espessura. Os cortes foram incubados a 37ºC por 30 

minutos, em meio constituído de Nitrato de Chumbo (20mg), -Glicerofosfato de Sódio 
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(32mg) e tampão acetato (10mL) 0,1M pH=5,0. Após o período de incubação, os cortes 

foram lavados em água destilada e imersos em solução de Sulfeto de Amônio a 1% por 2 

minutos. Finalmente, os cortes foram lavados em água destilada, contrastados com Metil 

Green 2% por 1 minuto e desidratados em álcool absoluto. Seguiu-se a etapa de montagem 

das lâminas no meio sintético [13]. As lâminas foram analisadas e fotografadas em 

fotomicroscópio digital Axiophot II Zeiss do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. 

MLuz: Fosfatase Alcalina (Fal) 

A técnica de histoquímica para a fosfatase alcalina foi realizada com base no 

material, nos procedimentos de preservação e no método de corte em Criostato utilizado 

para a fosfatase ácida. Após obtenção dos cortes a 10µm, o material foi incubado a 37ºC 

por 40 minutos em meio constituído de Barbiturato de Sódio 2% (10mL), -Glicerofosfato 

de Sódio 3% (10mL), Cloreto de Cálcio 2% (20mL), Sulfato de Magnésio 5% (1mL) e 

água destilada (5mL), sendo regulado e mantido o pH=8,9. Posteriormente ao período de 

incubação, os cortes foram lavados em água corrente por 5 minutos e imersos em solução 

de Nitrato de Cobalto 2% por 5 minutos. Os cortes foram lavados em água corrente 

destilada, imersos em Sulfeto de Amônio 0,5% por 1 minuto e novamente lavados em água 

destilada. Finalmente, as lâminas foram montadas em meio de gelatina glicerinada 

Forrast’s. As lâminas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscópio digital Axiophot 

II Zeiss do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.  
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 Microscopia eletrônica de transmissão 

 Para a análise da microscopia eletrônica de transmissão, cinco ratas de cada grupo 

(UChA, UChB e controle) foram eutanasiadas por decapitação e, após laparotomia 

abdômino-pélvica, tiveram o ovário direito coletado e fixado por imersão em solução de 

Karnovsky modificada, contendo 2,5% de glutaraldeído, 2,0% de paraformaldeído em 

solução tampão fosfato de sódio a 0,1M e pH 7,2. Os fragmentos dos ovários contendo 

0,5mm de largura permaneceram em glutaraldeído durante 3h a 4ºC. Em seguida, foram 

pós-fixados em tetróxido de ósmio a 1,0% no tampão fosfato de sódio durante 2h e 

incluídos em resina plástica Araldite. Após a inclusão, cortes de 0,5 m de espessura foram 

obtidos em ultramicrótomo LKB 8800, “ultrotome III”, com navalha de vidro e corados 

com azul de metileno e azur II. A utilização dos cortes corados favoreceu na seleção de 

áreas específicas para observações ao microscópio eletrônico. Posteriormente à seleção, os 

blocos foram trimados e obtidos cortes ultrafinos, sendo contrastados pelo Acetato de 

Uranila [14] e Citrato de Chumbo [15]. Todas as análises e documentações foram 

realizadas em microscópio eletrônico de transmissão Philips CM 100, disponível no Centro 

de Microscopia Eletrônica do IBB/UNESP. 

 

 Peso corporal e dos órgãos genitais 

Ao final do tratamento, cada animal foi anestesiado com éter etílico, pesado e 

submetido à laparotomia abdômino-pélvica para remoção dos órgãos genitais (útero, 

ovários e tubas uterinas) que foram pesados em conjunto. Os ovários foram pesados 

separadamente. A determinação do peso corporal, do conjunto dos órgãos genitais e dos 
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ovários foi realizada em balança analítica Owalabor, disponível no laboratório de Anatomia 

do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. 

. 

 Contagem e análise dos folículos e corpos lúteos 

Para a análise morfométrica utilizou-se o material preparado para a microscopia de 

luz, analisando-se um corte e desprezando-se os dez cortes subseqüentes, resultando em 12 

repetições analisadas por ovário [16]. Foram contados e analisados os folículos primordiais, 

primários, em crescimento (acima de duas camadas de células até início de antro folicular), 

preantrais, antrais, maduros, atrésicos, e os corpos lúteos hemorrágicos e em processo de 

regressão. Os dados foram avaliados através do sistema de análise de imagens 

computadorizado KS-300 – Zeiss, utilizando-se objetivas de 20x para observação dos 

folículos primários e primordiais e 10x para as demais estruturas, disponível no laboratório 

de Anatomia do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. 

. 

Dosagem hormonal 

Após a decapitação, os animais tiveram uma amostra de sangue coletada para 

dosagem dos hormônios LH, FSH, -estradiol e progesterona, cujas concentrações 

plasmáticas foram mantidas em tubos com heparina, centrifugados a 2.500 r.p.m e 

determinados através de reação com duplo anticorpo, utilizando-se o método de 

radioimunoensaio (RIE). Os anticorpos específicos foram anti-rat LH-S10, FSH-S11, 

diluídos em soro de coelho. O segundo anticorpo foi produzido em ovelhas, com base na 

antigamaglobulina de coelho. Todos os hormônios foram iodinados com 125Iodo da 

Amersham Biosciences (USA) e dosados em único ensaio para evitar erros inter-ensaio.  
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Realizaram-se as análises no laboratório de Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de 

Odontologia – USP – Ribeirão Preto, SP.  

 

 Análise estatística 

As variáveis referentes ao peso corporal e dos órgãos genitais, duração dos ciclos 

estrais, concentração dos hormônios LH, FSH, -estradiol, progesterona e a contagem dos 

folículos e corpos lúteos no ovário, ao final do tratamento, foram avaliadas através da 

análise de variância em experimentos inteiramente casualizados e os resultados 

apresentados em tabelas, considerando-se um nível de 5% de significância [17]. Utilizou-se 

a técnica da análise de variância multivariada para o modelo de medidas repetidas em 

grupos independentes, complementada com o teste de médias de Bonferroni [18]. 

 

 Técnica aplicada no monitoramento do ciclo estral 

Durante a segunda metade do período experimental, os animais foram diariamente 

monitorados através da técnica do esfregaço vaginal [19]. Dessa forma, as células 

descamadas do epitélio vaginal foram coletadas com cotonete umedecido em solução 

fisiológica e transferidas para as lâminas.  Fixou-se o horário da coleta (9h). Após a coleta, 

seguiu-se a fixação em álcool-éter (1:1) durante 10 min. e hidratação até álcool 70%. 

Seguindo a hidratação, o material foi imerso em água corrente durante 5 min. e corado com 

hematoxilina por 1 min. 30 seg. Após a viragem da hematoxilina, o material foi corado com 

eosina (40 seg.) e, posteriormente, desidratado até álcool absoluto. As lâminas foram 

diafanizadas em álcool-xilol, xilol I e xilol II e montadas com lamínulas. Todas as lâminas 
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foram analisadas em microscópio digital Axiophot II Zeiss do Departamento de Anatomia 

do IBB/UNESP. 

 

RESULTADOS 

 

Após 60 dias, que compreendem ao período de ingestão crônica de etanol, pôde-se 

inferir que não houve diferença significativa entre o peso médio no início e final do 

experimento entre os grupos UChA, UChB e controle, porém os animais do grupo UChB 

iniciaram o tratamento com peso homogêneo médio menor, embora não estatísticamente 

significativo (Tabela 1). No entanto, os animais dos grupos UChA, UChB e controle 

obtiveram, significativamente, ao final do experimento, um ganho de peso corpóreo em 

relação ao peso médio inicial (Tabela 1). Entre os Índices de ganho de peso corpóreo, o 

grupo UChB apresentou, de forma significativa, pouco mais que o dobro, em percentagem, 

do ganho de peso dos animais UChA e controle (Fig. 1).  

 O peso absoluto dos ovários não apresentou diferença estatística significativa entre 

os grupos. Há tendência de maior peso ovariano no grupo controle comparado ao UChA e 

UChB. O grupo UChB apresentou, significativamente, menor peso relativo dos ovários em 

relação aos animais controles (Tabela 2). Os pesos absoluto e relativo do conjunto dos 

órgãos (útero, tubas uterinas e ovários) não mostraram diferenças estatísticas significativas 

entre os grupos, embora houve tendência de maior peso do conjunto no grupo controle 

comparado ao UChA (Tabela 2). 

A análise do ciclo estral nos animais UChA e UChB evidenciou, com nitidez, ciclos 

estrais irregulares. A ciclagem mostrou-se contínua, com todas as fases bem definidas, 



25 
 

contudo a duração média de cada ciclo foi significativamente maior nas variedades UChA e 

UChB comparado ao grupo controle (Tabela 3). Os animais consumidores de etanol 

apresentaram maior tempo de permanência ou alargamento na fase de estro em comparação 

aos animais controles (Tabela 3), tendo essa fase variado de 2 a 5 dias entre os ciclos.  

A dosagem hormonal de FSH (ng/ml), LH (ng/ml), progesterona (ng/ml) e -

estradiol (pg/ml) presentes no plasma sanguíneo dos animais não apresentaram diferença 

estatística significativa entre os grupos (Tabela 4). Há tendência de menor concentração de 

LH plasmático nos animais UCh em relação aos controles. O grupo UChB apresentou 

tendência de maior concentração plasmática de progesterona e os animais controles menor 

tendência na distribuição plasmática de -estradiol.  

 A contagem dos folículos e corpos lúteos presentes nos ovários dos diferentes 

grupos mostrou, significativamente, redução do número de folículos primordiais no grupo 

UChA em comparação aos animais UChB e deste em relação aos controles (Tabela 5). 

Houve tendência de menor quantidade de folículos primários no grupo UChA comparado 

aos outros grupos. Os folículos preantrais apareceram com maior freqüência nos ovários 

dos animais UChB (Tabela 5). Os ovários das ratas UChB apresentaram, 

significativamente, maiores freqüências em folículos atrésicos em relação aos grupos 

UChA e controle. As demais mensurações não diferiram estatísticamente. 

Os ovários das variedades UCh e controle apresentaram, no estroma cortical e 

medular, todos os componentes estruturais característicos da fase de estro (Fig. 2 A-C ), 

embora em diferentes estágios de desenvolvimento e regressão. O epitélio ovariano variou 

entre pseudoestratificado alto e colunar baixo (Fig. 2 D) e túnica albugínea fibrosa em 

algumas regiões (Fig. 2 G) nos animais UCh. Tecido fibroso constituindo o corpo albicans 
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e fibrose ao redor dos corpos lúteos estiveram presentes no grupo UChB (Fig. 2 E, 2 H). 

Nos animais controles, o epitélio foi regular do tipo cúbico simples e a túnica albugínea 

fibrosa na periferia do córtex ovariano (Fig. 2 F, 2 I).  

Nos animais consumidores de etanol, os folículos secundários, antrais e pre-

ovulatórios apresentaram atresia avançada na camada granulosa (Fig. 3 A-E). No grupo 

UChB, inúmeros folículos antrais atrésicos foram encontrados apresentando as 

características sugestivas do processo final da morte celular apoptótica (Fig. 3 C, 3 E). 

Figuras mitóticas na camada granulosa dos folículos foram observadas em todos os grupos, 

com maior freqüência nos folículos em crescimento do grupo UChA (Fig. 3 F) e menor no 

grupo UChB  (Fig. 3 H) e controle (Fig. 3 G). O grupo UChA apresentou folículos 

secundários com metacromasia entre as células da granulosa, preferencialmente nas regiões 

próximas ou de contato com o ovócito e forte reação nas fendas precursoras da cavidade 

antral (Fig. 4 A). Algumas granulações metacromáticas apareceram nas cavidades dos 

folículos antrais. As reações P.A.S positivas, nestes animais, ficaram restritas na camada 

granulosa de alguns folículos secundários e antrais (Fig. 4 F). A zona pelúcida de alguns 

ovócitos desenvolvendo-se nos folículos de crescimento foram P.A.S positivas nos animais 

UChA (Fig. 5 A). Nos folículos antrais das ratas UChA, houve reação à fosfatase ácida 

(FA) entre as células da granulosa (Fig. 5 C). Os folículos secundários revelaram poucos 

sítios de reação à FA, preferencialmente nas zonas periféricas da camada granulosa (Fig. 5 

F). Em folículos secundários e antrais, a reação com fosfatase alcalina (FAL) revelou fortes 

marcações na região da teca interna (Fig. 6 A).  O ovário dos animais UChB evidenciou 

folículos primários e secundários com intensas reações metacromáticas entre as células da 

granulosa (Fig. 4 B e 4 D) e folículos antrais com granulações acentuadas no antro e 
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regiões marcadas na camada granulosa (Fig. 4 D). Algumas reações P.A.S positivas, nesses 

animais, foram encontradas no antro de folículos em crescimento (Fig. 4 G). Ainda nos 

animais UChB, as células da granulosa dos folículos antrais, apresentaram forte resposta à 

reação com FA (Fig. 5 D). Já a maioria dos folículos em crescimento apresentou forte 

reação à FA com formação de grumos compactados no citoplasma e distribuídos ao longo 

da camada granulosa (Fig. 5 G). Em outros folículos de crescimento, reações com FA 

ficaram restritas nas células próximas a zona de transição com a teca interna (Fig. 5 H). Os 

animais UChB exibiram reações à FAL mais intensas na teca interna dos folículos 

secundários (Fig. 6 B, 6 D) e tênue nos folículos antrais em relação aos animais UChA e 

controle (Fig. 6 A, 6 C e 6 E).   

Nos animais controles, os folículos secundários apresentaram reações 

metacromáticas de forma uniforme e pouco intensa (Fig. 4 C) nas células da granulosa. Os 

folículos antrais, em sua maioria, não mostraram metacromasia (Fig. 4 E). No grupo 

controle, os folículos em crescimento mostraram fortes reações com P.A.S (Fig. 4 H), e os 

ovócitos, em variados graus de desenvolvimento folicular, exibiram reações P.A.S. 

positivas delimitando a zona pelúcida (Fig. 5 B). Os folículos em crescimento, nestes 

animais, foram destituídos de qualquer resposta à reação com FA (Fig. 5 E). A técnica da 

FAL, nestas ratas, implicou em tênue marcação nas camadas tecais de folículos secundários 

e antrais (Fig. 6 C e 6 E).  

O estroma ovariano dos animais UCh foi preenchido com grandes massas de tecido 

glandular intersticial, composto de células com núcleos esféricos e citoplasma amplo 

vacuolizado (Fig. 6 G, 7 A e 7 B). As glândulas apresentaram região central secretora 

P.A.S. positiva no grupo UChA (Fig. 7 A) e reações ainda mais intensas no grupo UChB 
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(Fig. 7 B). O estroma medular nos animais controles mostrou-se predominantemente 

fibrocelular (Fig. 6 F). No grupo UChA, vários mastócitos apresentaram-se dispersos no 

tecido estromal medular, evidenciando núcleo esférico e citoplasma granular 

metacromático (Fig. 7 D e 7 E). Nos grupos UCh, a vascularização da medula estromal foi 

semelhante para a reação com FAL (Fig. 7 F e 7 G). 

 Os corpos lúteos das ratas UCh e controles apresentaram células luteínicas, com 

núcleos centrais e citoplasma eosinofílico com abundante presença de vesículas lipídicas e 

células paraluteínicas, com citoplasma escasso e núcleo intensamente corado (Fig. 2 E, 2 G, 

2 H, 8 G-H). Os vácuolos autofágicos contendo fragmentos celulares em degeneração 

foram comuns no grupo UChA (Fig. 8 G) e, em algumas formações luteínicas das ratas 

UChB (Fig. 8 H). Os corpos lúteos hemorrágicos e em processo degenerativo, nos animais 

UChA, apresentaram reação à FA destacando inúmeros grumos associados (Fig. 5 C, 5 F e 

8 A). Também nestes animais, a atividade da FAL demarcou vascularização nos corpos 

lúteos hemorrágicos (Fig. 8 D). No grupo UChB, estas estruturas mostraram reações à FA 

mais intensas em alguns locais e discretas em outros (Fig. 5 G, 5 H e 8 B). A reação com 

FAL destacou ampla vascularização nos corpos lúteos hemorrágicos destes animais (Fig. 8 

E). Os corpos lúteos emergentes e em regressão, nas ratas controles, apresentaram reações 

isoladas e de baixa intensidade à FA (Fig. 8 C). Corpo lúteo hemorrágico com pouca reação 

à FAL também foi encontrado (Fig. 8 F). Sítios inflamatórios com presença de infiltrado 

leucocitário (Fig. 8 H) e tecido lúteo com atividade macrofágica foram notados nas 

variedades UCh (Fig. 8 G e 8 H), com maior incidência no ovário dos animais UChA.  

 A análise em microscopia eletrônica de transmissão revelou, na camada granulosa 

de folículos em crescimento, mitocôndrias edemaciadas no grupo UChA (Fig. 9 A), e nos 
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animais UChB, vacúolos citoplasmáticos com material heterogêneo e núcleos com 

avançada condensação da cromatina (Figs. 9 B e 9 C), em comparação às células da 

granulosa do grupo controle (Fig. 9 D). A lâmina basal, limitando a zona de transição entre 

a camada granulosa e a teca interna, apresentou desorganização de seus componentes 

estruturais nos animais UChB (Fig. 9 F), enquanto nos grupos UChA e controle mostrou-se 

preservada (Figs. 9 E e 9 G). Nos grupos UChA e UChB, o citoplasma das células tecais 

mostrou-se quase totalmente preenchido por gotas lipídicas (Figs. 9 H e 9 I). O ovócito do 

grupo UChA apresentou grânulos corticais menores e com material mais e menos elétron-

denso (Fig. 10 A) em relação ao UChB (Fig. 10 B). Nos animais UChB, o ovócito exibiu 

núcleo com cromatina ativa (Fig. 10 D), citoplasma carregado de pequenas mitocôndrias e 

retículo endoplasmático rugoso de aspecto curvilíneo (Fig. 10 B e 10 D), diferente daqueles 

encontrados nos folículos dos animais UChA e controle (Fig. 10 A e 10 C).   

 As células da glândula intersticial nos animais UChA foram providas de grandes 

mitocôndrias associadas a gotas lipídicas (Fig. 11 A), enquanto grandes vacúolos 

citoplasmáticos apareceram no grupo UChB (Fig. 11 B). Nos corpos lúteos, as células 

luteínicas dos animais UChA apresentaram alguns núcleos com cromatina condensada na 

periferia (Fig. 11 C) e vacúolos autofágicos com material pouco ou bastante eletrón-denso 

(Figs. 11 D e 11 E). No grupo UChB, algumas células luteínicas evidenciaram 

mitocôndrias com crista tubular preservada, núcleos com reentrâncias e marginalização da 

cromatina (Fig. 11 F). Alguns vacúolos digestivos dispersos no citoplasma (Fig. 11 G) 

foram encontrados semelhantes aos do grupo UChA, porém em menor quantidade e 

tamanho. No grupo controle, o complexo de Golgi organizado e o trânsito de vesículas 

(Fig. 11 H) contribuem com a característica secretora pela célula luteínica.   
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DISCUSSÃO 

 

Os grupos UCh e controle apresentaram ganho de peso corpóreo em relação ao 

início do experimento, com destaque para o grupo UChB, corroborando com Martinez et al. 

[20,21]. Nas variedades UCh, uma característica comum é não haver redução da massa 

corpórea durante a vida adulta. Sforcin et al. [22], Sanchis et al. [9], Bo et al. [12] e 

Ratcliffe et al. [23] observaram redução ou breve ganho de peso corpóreo em relação aos 

seus controles durante o período experimental. Em contrapartida, experimentos envolvendo 

diferentes concentrações e vias de administração de etanol [24,8,25] evidenciaram 

manutenção do peso corporal, sem diferir de seus controles isocalóricos. Os resultados 

sugerem aproveitamento das calorias do etanol, principalmente pelo grupo UChB, evitando 

perda de peso corpóreo. Os animais UCh mostraram tendência de menor peso dos ovários e 

redução do peso relativo dos ovários nos animais UChB. Atrofia ovariana é relatada em 

ratas frente ao alcoolismo crônico [11,25] e em mulheres alcoólicas não cirróticas [26]. 

Neste trabalho, a atrofia ovariana ficou restrita à região medular, caracterizando redução do 

peso ovariano total nos animais consumidores de etanol. O conjunto dos órgãos 

reprodutivos nos animais UChA apresentou menor peso comparado aos controles. Gavaler 

et al. [25] e Van Thiel et al. [27] verificaram redução no peso do útero, ovários e tubas 

uterinas de ratas Wistar. 

O ciclo estral nos animais UCh foi irregular com ciclos longos e permanência na 

fase de estro. O ovário pode responder às alterações cíclicas induzidas promovendo um 

estro vaginal constante, pseudogravidez repetida, ou por condição de anestro. Krueger et al. 

[8] observaram prolongamento da fase de diestro. Outros achados apontam o tratamento 
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crônico do etanol como acentuador da permanência na fase de diestro, com diminuição do 

LH [9] e anestro permanente [10]. Há tempos, os padrões de estro persistente, em roedores, 

foram descritos como incapacidade de realização da ovulação, devido às concentrações 

baixas de LH plasmático, podendo culminar em formações císticas. Esses ovários são, 

geralmente, polifoliculares e desprovidos de corpos lúteos [28]. No presente trabalho, 

houve menor concentração plasmática de LH nos grupos UCh, no entanto, ocorreu 

ovulação e luteogênese. Talvez a redução nos níveis de LH não seja o suficiente para causar 

bloqueio no processo de ovulação. Em concordância parcial, alguns autores relatam o estro 

prolongado em ratas tratadas com etanol sob diferentes concentrações [29,30], porém 

acompanhado de ausência de ovulação. Macacas que receberam injeções de etanol 0,12g/kg 

de peso, no final da fase lútea do ciclo menstrual, apresentaram níveis de LH reduzidos e 

severos quadros de amenorréia instalados [7]. O etanol possui a propriedade de inibir os 

receptores glutamatérgicos e estimular os gabaérgicos [31,32,33]. Receptores gabaérgicos 

ativados tendem a inibir a atividade de neurotransmissores, sugerindo resposta diminuída 

da secreção de noradrenalina, responsável pela síntese e secreção de LHRH hipotalâmico, 

ou efeito direto do etanol na síntese de LHRH ou LH. O alcoolismo crônico parece 

aumentar a produção estrogênica, inibindo o FSH e interferindo na foliculogênese e 

luteogênese em mulheres [34]. Em ratas tratadas com etanol, a concentração de estradiol e 

progesterona foi menor e LH maior em relação aos controles, enquanto o FSH não diferiu 

entre os grupos [35]. Resultados semelhantes ao presente trabalho o qual implica em 

redução e manutenção dos níveis de LH e FSH, respectivamente, foram encontrados em 

ratas tratadas com 5% [24] e infundidas com 95% de etanol [36].  
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Folículos em estágios de atresia na camada granulosa foram encontrados nas 

variedades UCh. Atresia folicular avançada foi marcante, principalmente, nos folículos 

antrais no grupo UChB. Em concordância parcial, estudos sobre o efeito indireto do etanol 

no tecido ovariano, administrado de forma aguda 3mg/kg via intraperitoneal, apontaram 

bloqueio da ovulação, diminuição dos níveis de LH e presença de células apoptóticas nos 

folículos [37]. Atresia folicular ocorre via apoptose em ratas [38,39]. Pode-se inferir, pelo 

prolongamento do estro observado nos animais UCh, que houve redução na produção de 

estradiol pelas células da granulosa, embora a dosagem hormonal não tenha corroborado 

com essa hipótese. Também houve o aparecimento de tecido glandular intersticial nos 

animais UCh, principalmente UChB, organizados em aglomerados de células oriundas das 

camadas tecais de folículos que se tornaram atrésicos, contribuindo com os níveis 

hormonais de estradiol e testosterona na corrente sanguínea.  

As reações metacromáticas foram relevantes nos folículos secundários e antrais dos 

animais UCh. O desenvolvimento folicular, com posterior formação da cavidade antral, é 

processo dependente de moléculas com capacidade em reter água, envolvidas com a 

foliculogênese e fertilização [40,41]. Vários tipos de proteoglicanos são sintetizados pelas 

células da granulosa em resposta a certos tipos de hormônios e fatores parácrinos [42]. O 

corante empregado (azul de toluidina + borato de sódio pH=8,0) reagiu somente com 

polissacarídeos ácidos não sulfatados (até pH=4,0) presentes no fluido folicular das ratas 

UCh. Considerando-se que, de forma geral, no ovário, grande parte dos proteoglicanos são 

sulfatados [43], seu metabolismo pode ter sido afetado. As interações entre proteoglicanos e 

ácido hialurônico são essenciais para estabilidade e formação da matriz extracelular do 

líquido folicular [44]. As reações com P.A.S foram ressaltadas com maior intensidade na 
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zona pelúcida e folículos em crescimento dos animais controles. Pode-se inferir maior 

afinidade por polissacarídeo neutro presente nestes sítios, o que mostrou ser mais discreto 

nos animais consumidores de etanol.  

A reação com fosfatase ácida foi intensa nos folículos antrais e algumas regiões dos 

folículos secundários das ratas UChA e mais intensa ainda nos folículos antrais das ratas 

UChB, fazendo alusão ao processo de degeneração por atresia. A atividade da fosfatase 

ácida aumentou com o desenvolvimento folicular, evidenciando reações moderadas na 

camada granulosa e fortes reações na teca interna em ratas Wistar [45]. As fosfatases ácida 

e alcalina são essenciais na regulação de síntese, transporte e atividade degenerativa das 

células [46,47]. Sua atividade e localização diferem quanto aos componentes foliculares 

[48,47]. A atividade da fosfatase ácida tem origem das atividades lisossomais durante o 

desenvolvimento e maturação folicular [48,47]. A fosfatase alcalina foi mais intensa na teca 

interna de folículos secundários dos grupos UCh, sendo forte nos folículos antrais do grupo 

UChA e fraco nos UChB. Sangha et al. [45] verificaram fortes reações com fosfatase 

alcalina, exclusivamente nas camadas tecais, de folículos preantrais. Essa atividade, 

geralmente em zonas de vascularização tecidual, é indicativa de transporte de nutrientes e 

secreções através da membrana [49]. Em geral, os corpos lúteos hemorrágicos e em 

regressão apresentaram vacúolo citoplasmático com material característico de células e 

organelas em estágio degenerativo nos animais UCh. A fosfatase ácida reagiu intensamente 

nesses corpos lúteos, principalmente nos ovários das ratas UChA. Sangha et al. [45] 

observando corpos lúteos de ratas Wistar, encontraram pouca resposta à fosfatase ácida nos 

hemorrágicos em comparação àqueles em regressão, provenientes de ciclos anteriores. 

Sawyer et al. [50] e Armstrong et al. [51] relacionam o aumento na intensidade de fosfatase 
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ácida no corpo lúteo com o mecanismo de produção e secreção de esteróides. 

Contrariamente, sugere-se, devido presença de infiltrado leucocitário e atividade 

macrofágica, qualquer atividade degenerativa. Eosinófilos e neutrófilos são recrutados 

durante a ovulação, período de inflamação fisiológica [52] e parecem fazer parte da 

luteólise no processo de regressão lútea [53] e após tratamento com PGF2  [54]. Os corpos 

lúteos hemorrágicos dos animais UChB apresentaram reação mais intensa à fosfatase 

alcalina em relação aos grupos UChA e controle, destacando ampla vascularização. 

Encontrou-se na medula ovariana dos animais UChA, grande quantidade de mastócitos, em 

relação aos outros grupos, sugerindo resposta mediada indireta dos efeitos tóxicos do etanol 

nesta região. Em espécies com ciclo estral curto (ratas, hamster), mastócitos são 

encontrados somente na medula ovariana [55], diferentemente de espécies com ciclo estral 

longo [56]. No ovário, as alterações morfofisiológicas, oriundas de desequilíbrio funcional 

induzido, podem ocorrer mediante efeito direto, pela interação do indutor com receptores 

hormonais ou sinais de transdução de numerosos processos reguladores, como na síntese de 

esteróides, fatores de crescimento, mensageiros químicos ovarianos, entre outros; ou de 

forma indireta através do eixo hipotalâmico-hipofisário-ovariano e na síntese ou liberação 

de fatores relacionados ao desenvolvimento ovariano por outros órgãos comprometidos. 

As células da granulosa de folículos ovarianos das ratas UCh apresentaram 

alterações mitocondriais, vacúolos com diferentes tamanhos e núcleos em degeneração 

celular, corroborado com as observações em microscopia de luz. Os vacúolos encontrados 

no citoplasma de células da granulosa íntegras no grupo UChB, sugerem resíduos 

fagocitados de células vizinhas que entraram em degeneração, como em cadela [57], 

camundongo [58] e rata [59]. As células da teca interna do grupo UChA, e principalmente 
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UChB, apresentaram vesículas lipídicas de tamanho variado, podendo inferir um 

metabolismo alterado pelo álcool interferindo com a síntese dos hormônios esteróides. 

Martinez et al. [20,60] evidenciaram aumento do tamanho e número das gotas lipídicas nas 

células epiteliais da tuba uterina e útero de ratas submetidas ao alcoolismo crônico. Ratas 

tratadas com aguardente-de-cana, durante 90 dias, apresentaram gotas lipídicas e vacúolos 

na camada granulosa [61]. Segundo Lieber et al. [62] e Hirata & Hirata [63] ratos que 

ingerem grandes quantidades de etanol tendem a acumular gordura no fígado devido ao 

bloqueio da via da -oxidação dos ácidos-graxos. O edema mitocondrial presente na 

maioria das células da granulosa do grupo UChA pode estar associado à ruptura da 

membrana externa mitocondrial devido mudanças em seu potencial hidroeletrolítico, 

levando a exposição de fatores como o citocromo C, desencadeador da cascata apoptótica 

[64]. Os animais UChA também exibiram mitocôndrias gigantes no citoplasma da 

granulosa de folículos em crescimento. Em pacientes com diagnóstico de patologia hepática 

causado pelo consumo de etanol, 93% apresentaram biópsias com presença de mitocôndrias 

gigantes. Algumas mitocôndrias foram observadas sozinhas, e geralmente, associadas a 

lipídios [65].        

Os folículos primordiais apresentaram-se em menor número nos ovários das 

linhagens UCh. Essa redução pode ser devida ao efeito tóxico direto do etanol, sendo o 

desenvolvimento folicular inicial independente de ações hormonais. Srivastava et al. [66] 

avaliaram os efeitos do etanol a 5% administrado durante 15 dias sobre a função ovariana 

de ratas pré-púberes e não encontraram diferença no desenvolvimento dos folículos 

ovarianos. Os ovários dos animais UChB apresentaram maiores freqüências de folículos em 

atresia, sendo em maioria do tipo antral como mencionado através da análise morfológica. 
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Em ciclos regulares, folículos atrésicos são comuns na fase de metaestro e diestro [67]. Os 

folículos pré-antrais presentes no grupo UChB foram numerosos em virtude do seu estágio 

posterior encontrar-se em degeneração. Ratas ingerindo álcool a 5%, durante 60 dias, 

apresentaram ovários com poucos folículos imaturos, ausência de corpos lúteos 

hemorrágicos e de ciclos anteriores, caracterizando a anovulação [25]. Anormalidades na 

morfologia do ovócito e prejuízos na ovulação foram observados em camundongos pré-

púberes expostos a pequenas doses de etanol, durante longo período de tratamento [68]. Em 

contraste, a ausência de corpos lúteos foi verificada em mulheres alcoólicas [69]. Conclui-

se que há irregularidades do ciclo estral nas linhagens UCh e, conseqüentemente, alterações 

estruturais e biométricas do tecido ovariano na fase de estro do ciclo estral.   
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Tabelas 

 

Tabela 1. Médias e desvios-padrão do peso corpóreo dos animais no início e final do 

experimento (g), segundo os grupos e o momento de avaliação. 

Grupos experimentais 

(N=06) 

Momento de Avaliação  

Peso Inicial   Peso Final 

UChA 223,3±11,2a1A2 243,3±17,2a B 

UChB 215,0±9,5a A 264,2±22,7a B 

Controle 231,7±15,4a A 254,2±16,9a B 
1 Duas médias seguidas de uma mesma letra minúscula não diferem quanto aos grupos, fixado o momento 

(p>0,05). 

2 Duas médias seguidas de uma mesma letra maiúscula não diferem quanto aos momentos de avaliação 

dentro do grupo (p>0,05). Análise de variância multivariada complementada com o teste de “Bonferroni”. 

 

 

    Figura 1. Índice de ganho de peso corpóreo em relação ao início do 

tratamento nos animais UCh e controle (Média±erro-padrão).   
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 Tabela 2. Médias e desvios-padrão das variáveis: peso dos ovários (g), peso do conjunto 

dos órgãos reprodutivos (útero, tubas uterinas e ovários) em (g), peso relativo 

dos ovários e do conjunto dos órgãos reprodutivos (g/100g peso corpóreo); 

(N=06). 

Variáveis 
 Grupos  

UChA UChB Controle 

Peso dos ovários 0,086±0,004a 0,085±0,006a 0,098±0,015a 

Peso relativo dos ovários 0,036±0,002ab 0,032±0,004a 0,039±0,005b 

Peso do conjunto 0,68±0,08a 0,75±0,14a 0,79±0,05a 

Peso relativo do conjunto 0,28±0,02a 0,29±0,07a 0,31±0,04a 
    a, b letras distintas diferem estatisticamente entre si; p<0,05. Teste One-way ANOVA com a “posteriori"  

         de Tukey-Kramer. 
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Tabela 3. Médias e desvios-padrão referente ao período de duração de cada ciclo estral (dias), 

mediana, valor mínimo e máximo do tempo de permanência em estro por ciclo (%). 

Grupos experimentais 

(N=07) 
Duração de cada ciclo Tempo de permanência em estro/ciclo2 

UChA  8,93±1,34b               40,00(33,33;53,33)b 

UChB  9,29±1,22b               43,33(36,67;50,00)b 

Controle             5,33±0,68a               23,33(20,00;30,00)a 
a, b letras diferentes diferem estatísticamente entre si, p<0,05.  

p<0,001; Teste One-way ANOVA com a “posteriori” de Tukey 
2p<0,01; Teste de Kruskal-Wallis com a “posteriori” de Dunn. 
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Tabela 4. Mediana e semi-amplitude da concentração plasmática dos hormônios FSH 

(ng/ml), LH (ng/ml), progesterona (ng/ml), -estradiol (pg/ml) referente aos 

animais dos grupos UChA, UChB e controle ao final do experimento. 

Variáveis 
 Grupos  

UChA UChB Controle 

FSH (ng/ml) 6,5±3,85a 3,90±2,85a 5,25±2,85a 

LH (ng/ml) 0,40±0,85a 0,20±1,15a 0,70±4,50a 

Progesterona (ng/ml) 19,34±13,28a 30,25±12,97a 22,16±12,79a 

-estradiol (pg/ml) 47,66±37,90a 44,73±39,29a 43,57±19,22a 
a Medianas precedidas de mesma letra, não diferem estatísticamente entre si (p>0,05). 
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Tabela 5. Mediana e valores mínimo e máximo das freqüências de folículos e corpos lúteos 

nos ovários dos grupos UChA, UChB e controle. 

                                    Grupos 

Variáveis UChA UChB Controle 

Folículo primordial 7,5 (4,0 – 19,0)a 37,5 (21,0 – 72,0)b 140,5 (93,0 – 273,0)c 

Folículo primário 15,0 (9,0 – 36,0)a 29,0 (9,0 – 47,0)a 32,0 (25,0 – 54,0)a 

Folículo crescimento 68,5 (51,0 – 107,0)a 82,5 (34,0 – 104,0)a 63,0 (21,0 – 111,0)a 

Folículo preantral 25,5 (16,0 – 33,0)a 50,0 (35,0 – 55,0)b 34,5 (13,0 – 48,0)a 

Folículo antral  31,0 (10,0 – 38,0)a 26,5 (5,0 – 37,0)a 36,0 (10,0 – 53,0)a 

Folículo maduro 0,5 (0,0 – 2,0)a 3,0 (1,0 – 6,0)a 1,5 (0,0 – 14,0)a 

Folículo atrésico 21,5 (19,0 – 32,0)a 49,5 (24,0 – 63,0)b 23,0 (10,0 – 30,0)a 

CL hemorrágico 51,5 (40,0 – 65,0)a 53,5 (36,0 – 74,0)a 45,0 (36,0 – 51,0)a 

CL regressão 58,0 (48,0 – 61,0)a 66,5 (44,0 – 87,0)a 52,5 (26,0 – 68,0)a 
a, b, c letras diferentes diferem estatísticamente entre si; p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis complementado com 

teste de comparações múltiplas entre pares de grupos. 

CL: corpo lúteo. 
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Figura 2. Organização e córtex ovariano dos animais dos grupos UChA, UChB e controle                                             

na fase de estro. 

 

A) Ovário dos animais do grupo UChA. CL: corpo lúteo; FA: folículo antral; M: 

medula ovariana. HE. Bar=500 m. 

B) Ovário dos animais do grupo UChB. CL: corpo lúteo; FA: folículo antral. HE. 

Bar=500 m. 

C) Ovário dos animais do grupo controle. CL: corpo lúteo; FA: folículo antral; M: 

medula ovariana. HE. Bar=500 m. 

D) Epitélio de revestimento do tipo pseudoestratificado no grupo UChA. São 

evidenciados núcleos em diferentes posições (seta) e citoplasma na porção 

supranuclear da célula. HE. Bar=20 m. 

E) Corpo albicans (CA) e regiões de túnica albugínea (TA) nos animais UChB. CL: 

corpo lúteo. Tricrômico de Masson. Bar=50 m. 

F) Epitélio de revestimento tipo cúbico simples do grupo controle. São evidenciados 

núcleos esféricos e polimórficos centrais (seta) e citoplasma reduzido. HE. 

Bar=20 m.   

G) Túnica albugínea do grupo UChA (seta). CL: corpo lúteo; FA: folículo antral. 

Tricrômico de Masson. Bar=50 m. 

H) Fibras colágenas ao redor do corpo lúteo (*) do grupo UChB. CL: corpo lúteo; FPA: 

folículo preantral. Tricrômico de Masson. Bar=50 m. 

I) Túnica albugínea no grupo controle (seta). FA: folículo antral. Tricrômico de 

Masson. Bar=50 m. 
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Figura 3. Micrografia dos folículos nos grupos UChA, UChB e controle. 

 

A) Atresia folicular na camada granulosa do grupo UChA (seta). CG: camada 

granulosa; A: antro; O: ovócito. HE. Bar=20 m. 

B) Atresia folicular na camada granulosa e no antro de folículo secundário do grupo 

UChB (seta). HE. Bar=20 m. 

C) Atresia folicular avançada no grupo UChB. São destacados núcleos fragmentados 

no antro (seta). A: antro. HE. Bar=20 m. 

D) Células com citoplasma hipertrofiado deslocadas na cavidade antral (seta) do grupo 

UChB. CG: camada granulosa; A: antro. HE. Bar=50 m. 

E) Núcleo fragmentado (seta) e núcleos picnóticos (cabeça de seta) no folículo do 

grupo UChB. A: antro; CG: camada granulosa. Feulgen. Bar=10 m. 

F) Folículo preantral com inúmeras figuras mitóticas (seta) no grupo UChA. CG: 

camada granulosa; O: ovócito. HE. Bar=20 m. 

G) Folículo preantral com raras mitoses no grupo controle (seta). CG: camada 

granulosa; A: antro; O: ovócito. HE. Bar=20 m. 

H) Folículo preantral com figuras mitóticas no grupo UChB (seta). CG: camada 

granulosa; O: ovócito. HE. Bar=20 m. 
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Figura 4. Micrografia dos folículos nos animais UChA, UChB e controle.  

 

A) Metacromasia em folículo secundário do grupo UChA (seta). CG: camada 

granulosa; O: ovócito. Azul de toluidina. Bar=20 m. 

B) Intensa metacromasia nos folículos de crescimento do grupo UChB (seta). CG: 

camada granulosa; O: ovócito. Azul de toluidina, pH=4,0. Bar=20 m. 

C) Pouca metacromasia em folículo secundário do grupo controle (seta). CG: camada 

granulosa; O: ovócito. Azul de toluidina. Bar=20 m. 

D) Reações metacromáticas em folículos primário, secundário e preantral no grupo 

UChB (seta). Azul de toluidina. Bar=50 m. 

E) Ausência de metacromasia em folículos antrais nos animais controles. Azul de 

toluidina. Bar=50 m. 

F) Reações PAS positivas no antro de folículos do grupo UChA (seta). PAS. 

Bar=20 m. 

G) Reações PAS positivas no antro de folículos do grupo UChB (seta). PAS. 

Bar=20 m. 

H) Intensa reação PAS positiva no antro (seta) e zona pelúcida (cabeça de seta) dos 

animais controles. PAS. Bar=20 m.  
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Figura 5. Fotomicrografia dos folículos e corpos lúteos dos animais UChA, UChB e 

controle. 

 

A) Reação com PAS na zona pelúcida de folículos no grupo UChA (seta). CG: camada 

granulosa; A: antro; O: ovócito; CO: cumulus oophorus. PAS. Bar=20 m. 

B) Reação com PAS na zona pelúcida de folículos no grupo controle (seta). CG: 

camada granulosa; A: antro; O: ovócito. PAS. Bar=50 m. 

C) Reação com fosfatase ácida no corpo lúteo (cabeça de seta) e camada granulosa 

(seta) do grupo UChA. A: antro folicular. Fosfatase Ácida. Bar=20 m. 

D) Destaque para reação com fosfatase ácida na camada granulosa (seta) de folículo 

antral do grupo UChB. A: antro. Fosfatase Ácida. Bar=20 m. 

E) Ausência de reação à fosfatase ácida na camada granulosa (seta) de folículo do 

grupo controle. A: antro. Fosfatase Ácida. Bar=20 m. 

F) Reações com fosfatase ácida esparsas na camada granulosa de folículo em 

crescimento (seta) e grumos associados no corpo lúteo dos animais UChA (cabeça 

de seta). Fosfatase Ácida. Bar=50 m. 

G) Intensa reação à fosfatase ácida em folículo antral dos animais UChB (seta). A: 

antro; CL: corpo lúteo. Fosfatase Ácida. Bar=50 m. 

H) Reações isoladas com fosfatase ácida no corpo lúteo (cabeça de seta) e na periferia 

da camada granulosa (seta) de folículo em crescimento do grupo UChB. Fosfatase 

Ácida. Bar=50 m. 
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Figura 6. Fotomicrografia dos folículos e região medular dos grupos UChA, UChB e    

controle. 

 

A) Reação com fosfatase alcalina na teca interna de folículo de crescimento (cabeça de 

seta) e antral (seta) no grupo UChA. A: antro; CL: corpo lúteo. Fosfatase Alcalina. 

Bar=50 m. 

B) Reação intensa com fosfatase alcalina em folículos de crescimento (seta) no grupo 

UChB. CL: corpo lúteo. Fosfatase Alcalina. Bar=50 m. 

C) Baixa intensidade de reação à fosfatase alcalina em folículos de crescimento (seta) 

no grupo controle. A: antro. Fosfatase Alcalina. Bar=50 m. 

D) Folículos de crescimento do grupo UChB, evidenciando forte reação à fosfatase 

alcalina (seta). CG: camada granulosa. Fosfatase Alcalina. Bar=20 m. 

E) Folículo preantral com teca interna pouco marcada pela reação à fosfatase alcalina 

no grupo controle (seta). CG: camada granulosa; A: antro; O: ovócito. Fosfatase 

Alcalina. Bar=20 m. 

F) Medula ovariana fibrocelular dos animais controles (*). TGI: tecido glandular 

intersticial; VS: vaso sanguíneo. Tricrômico de Masson. Bar=50 m. 

G) Medula ovariana com massas de tecido glandular intersticial dispersas no estroma 

(TGI) das ratas UChB. VS: vaso sanguíneo. Tricrômico de Masson. Bar=50 m. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 
 



59 
 

Figura 7. Fotomicrografia do estroma e medula ovariana dos animais UChA, UChB e 

controle. 

 

A) Reações PAS positiva na porção secretora das glândulas intersticiais do estroma 

ovariano no grupo UChA (seta). CG: camada granulosa; V.S: vaso sanguíneo. PAS. 

Bar=50 m. 

B) Reação acentuada com PAS na porção secretora glandular do grupo UChB (seta). 

São destacados o núcleo esférico e o citoplasma vacuolizado (*). PAS. Bar=20 m. 

C) Reações com PAS pouco intensa nas glândulas do grupo controle (seta). FS: 

folículo secundário. PAS. Bar=20 m. 

D) Metacromasia em mastócitos presentes na medula do ovário (seta) do grupo UChA. 

Destaque para a reação metacromática nos grânulos em extrusão. Azul de 

Toluidina. Bar=20 m e 10 m, respectivamente.  

E) Atividade mastocitária na região medular do ovário das ratas UChA (seta). AR: 

artérias. Giemsa. Bar=20 m. 

F) Vascularização da medula estromal no grupo UChA. Fosfatase Alcalina. 

Bar=50 m. 

G) Vascularização da medula no grupo UChB. Fosfatase Alcalina. Bar=50 m. 
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Figura 8. Fotomicrografia do corpo lúteo dos animais UChA, UChB e controle. 

 

A) Intensa reação com fosfatase ácida no corpo lúteo do grupo UChA, com formação 

de grumos associados (cabeça de seta). Fosfatase Ácida. Bar=20 m. 

B) Moderada reação com fosfatase ácida no corpo lúteo do grupo UChB, com destaque 

para alguns sítios de reações (cabeça de seta). Fosfatase Ácida. Bar=20 m. 

C) Pouca reação com fosfatase ácida no corpo lúteo do grupo controle (cabeça de seta). 

Fosfatase Ácida. Bar=20 m. 

D) Reação com fosfatase alcalina (seta) mostrando vascularização no corpo lúteo das 

ratas UChA. Fosfatase Alcalina. Bar=20 m. 

E) Elevada reação com fosfatase alcalina (seta) no corpo lúteo dos animais UChB. 

Fosfatase Alcalina. Bar=20 m. 

F) Pouca reação com fosfatase alcalina (seta) no corpo lúteo dos animais controles. 

Fosfatase Alcalina. Bar=20 m. 

G) Infiltrado macrofágico (seta) presente entre as células luteínicas (cabeça de seta) nos 

animais UChA. Note o núcleo excêntrico e o citoplasma eosinofílico. VS: vaso 

sanguíneo. HE. Bar=20 m. 

H) Alguns macrófagos (seta) presentes no tecido lúteo das ratas UChB. Note alguns 

vacúolos autofágicos no citoplasma. VS: vaso sanguíneo. L: leucócitos. HE. 

Bar=20 m. 

I) Poucos macrófagos (seta) dispersos no corpo lúteo das ratas controles. VS: vaso 

sanguíneo. L: leucócitos. HE. Bar=20 m.     
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Figura 9. Eletromicrografia dos folículos de crescimento dos animais UCh e controle. 

 

A) Células da granulosa de folículos do grupo UChA com mitocôndrias edemaciadas 

(seta) no citoplasma. N: núcleo; RER: retículo endoplasmático rugoso. MET. 

Bar=0,43 m. 

B) Célula da granulosa do grupo UChB com presença de vacúolos (seta) dispersos no 

citoplasma. M: mitocôndria; N: núcleo; REL: retículo endoplasmático liso. MET. 

Bar=0,43 m. 

C) Núcleos com condensação da cromatina e citoplasma escasso nas células da 

granulosa dos animais UChB. GL: gota lipídica; Fc: fibras colágenas. MET. 

Bar=0,59 m. 

D) Células da granulosa do grupo controle, evidenciando núcleos íntegros (N) e 

sistema reticular desenvolvido (*). M: mitocôndria; CG: complexo de Golgi. MET. 

Bar=0,75 m. 

E) Lâmina basal (seta), marcando a zona de transição entre a camada granulosa (CG) e 

a teca interna (TI) nos animais UChA. N: núcleo; M: mitocôndria. MET. 

Bar=1,03 m. 

F) Lâmina basal (seta) do grupo UChB. N: núcleo; M: mitocôndria. MET. 

Bar=1,29 m. 

G) Lâmina basal (seta) do grupo controle. N: núcleo; M: mitocôndria. MET. 

Bar=0,43 m. 

H) Teca interna com citoplasma carregado de gotas lipídicas (GL) no grupo UChA. N: 

núcleo; TE: teca externa. MET. Bar=0,51 m. 

I) Teca interna com citoplasma carregado de gotas lipídicas (GL) no grupo UChB. N: 

núcleo. MET. Bar=0,61 m. 
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Figura 10. Eletromicrografia dos folículos de crescimento dos animais UCh e controle. 

 

A) Citoplasma de ovócito dos animais UChA contendo pequenos grânulos de secreção 

(seta) com material mais e menos elétron-denso. M: mitocôndria; ZP: zona 

pelúcida; RER: retículo endoplasmático rugoso. MET. Bar=0,59 m. 

B) Citoplasma de ovócito dos animais UChB contendo grandes grânulos de secreção 

(seta) com material heterogêneo. M: mitocôndria; ZP: zona pelúcida; RER: retículo 

endoplasmático rugoso; Mv: microvilos. MET. Bar=0,43 m. 

C) Citoplasma de ovócito dos animais controles. M: mitocôndria; RER: retículo 

endoplasmático rugoso. MET. Bar=0,59 m. 

D) Ovócito de folículo em crescimento do grupo UChB com núcleo eucromático (N) e   

associação à corona radiata através da zona pelúcida (seta). CG: célula da 

granulosa; ZP: zona pelúcida. MET. Bar=5,55 m. 
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Figura 11. Eletromicrografia das células estromais e corpo lúteo dos animais UCh e   

controle.  

 

A) Célula da glândula intersticial com característica secretora no grupo UChA. Note a 

mitocôndria gigante (seta) próximo ao núcleo (N). GL: gota lipídica; Mc: 

mitocôndria com crista tubular. MET. Bar=0,75 m. 

B) Célula da glândula intersticial do grupo UChB exibindo núcleo irregular (N) com 

grande vacúolo citoplasmático sugerindo um fagolisossomo (seta). M: mitocôndria; 

GL: gota lipídica. MET. Bar=0,75 m. 

C) Célula luteínica com condensação da cromatina nuclear (seta) e presença de corpos 

multilamelares (*) no grupo UChA. M: mitocôndria; REL: retículo endoplasmático 

liso. MET. Bar=0,59 m. 

D) Célula presente no corpo lúteo dos animais UChA com citoplasma carregado de 

vacúolos de tamanhos variados, contendo material pouco (seta) ou bastante elétron-

denso (cabeça de seta). N: núcleo. MET. Bar=0,75 m. 

E) Célula luteínica do grupo UChA com núcleo regular (N) e vacúolos digestivos no 

citoplasma (*). MET. Bar=0,24 m. 

F)  Célula luteínica do grupo UChB evidenciando núcleos com chanfraduras e 

cromatina na periferia (seta). Note as mitocôndrias com crista tubular associadas a 

gotas lipídicas (cabeça de seta). MET. Bar=0,75 m. 

G) Célula luteínica do grupo UChB com vacúolos citoplasmáticos de tamanho e 

conteúdo digestivo variados (seta). M: mitocôndria; RER: retículo endoplasmático 

rugoso; N: núcleo. MET. Bar=0,43 m. 

H) Célula luteínica do grupo controle com característica secretora, destacando o 

complexo de Golgi organizado (*) e o trânsito de vesículas (seta). N: núcleo; M: 

mitocôndria. MET. Bar=0,32 m.       
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CONCLUSÕES FINAIS 

 

Conclui-se que há irregularidades do ciclo estral nas linhagens UCh e alterações 

estruturais e biométricas do tecido ovariano na fase de estro do ciclo estral, podendo o 

etanol interferir na fisiologia ovariana de forma direta ou através do eixo hipotalâmico-

hipofisário-ovariano.  
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