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RESUMO

O alcoolismo cronico estd inserido no grupo das principais doengas classificadas como
oriundas de distdrbios mentais, sendo as mulheres mais atingidas em relacdo aos homens.
Embora, o dlcool conduza inicialmente a estimulos emocionais benéficos para o organismo,
proporcionando aumento da euforia, do prazer, entre outros, seu UsO €Xcessivo €
prolongado pode promover efeitos colaterais indesejdveis, inclusive sobre a reproducdo. Na
literatura existem poucos estudos envolvendo as conseqiiéncias do alcoolismo cronico em
fémeas. O presente trabalho tem como objetivo elucidar as alteracdes manifestadas no
ovdrio de ratas adultas UChA e UChB (consumidoras voluntdrias de etanol a 10%). Apds o
periodo de tratamento, 42 ratas subdivididas em trés grupos experimentais (UChA, UChB e
Wistar) foram eutanasiadas por decapitacdo, e os ovdrios coletados e processados para
andlise em microscopia de luz e eletronica de transmissdo. O material foi corado com
Hematoxilina e Eosina, Tricromico de Masson, Azul de Toluidina, 4cido periddico de
Schiff, Giemsa, Feulgen e, empregou-se o método enzimoldgico para atividade da fosfatase
acida e alcalina. Os parametros: peso corpdreo e dos genitais, indice de ganho de peso,
duracdo dos ciclos estrais e dosagens hormonais (FSH, LH, B-estradiol e progesterona)
foram avaliados. A andlise estatistica foi realizada com 5% de significancia. Nao houve
diferenca significativa entre o peso dos animais no inicio e final do experimento, embora,
ao final do experimento, os animais do grupo UChB apresentaram maior indice de ganho
de massa. O peso relativo dos ovdrios dos animais UChB mostrou-se significativamente
menor comparado ao grupo Wistar. As dosagens hormonais ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os grupos. Os animais UChA e UChB revelaram as maiores médias de
duragdo dos ciclos estrais € permanéncia na fase de estro. Nota-se estdgios diferenciados de
proliferacdo celular e atresia folicular avancada nos ovdrios, variando entre os grupos
UChA e UChB. Nas variedades bebedoras, a tinica albuginea apresentou-se fibrosa e o
estroma medular predominantemente celular. Estroma fibrocelular e tinica albuginea
fibrosa estdo presente no grupo controle. O grupo UChA apresentou reacdes
metacromdticas entre as células da granulosa dos foliculos em crescimento, enquanto
regides delimitadas na parede dos foliculos primdrios, em desenvolvimento e antrais
apresentaram intensa metacromasia nos animais UChB. Os grupos UChA e UChB
apresentaram reagdes PAS-positivo no tecido glandular intersticial, enquanto nos animais
controles essas reacdes ficaram restritas na zona pelicida de ovdcitos e entre as células da
granulosa de foliculos secunddrios. Os foliculos antrais do grupo UChB apresentaram forte
reacdo a fosfatase 4cida (FA), comparados aos grupos UChA e controle. Nos animais
UChA, os corpos liteos hemorrdgicos e em regressdo, destacaram reacdo a FA com
presenca de grumos associados. A fosfatase alcalina (FAL) demarcou ampla vascularizacio
nos corpos lateos dos animais UCh, enquanto que a teca interna dos foliculos secundérios
do grupo UChB reagiram intensamente com a FAL. A andlise ultra-estrutural revelou
corpos luteos com vacuolos autofdgicos no citoplasma e inicio de picnose nuclear nas
linhagens UCh. As células da granulosa apresentaram nudcleos com marginalizacdo da
cromatina e mitocondrias edemaciadas. Conclui-se que hd irregularidades do ciclo estral e,
consequentemente, alteragdes estruturais nos ovarios das linhagens UChA e UChB.
Palavras-chave: ciclo estral, ovario, ultraestrutura, etanol, UCh



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, B-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
UCHhB 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



INTRODUCAO GERAL

O alcoolismo presente na sociedade pode ser conceituado como um conjunto de
fatores patoldgicos e psicolégicos que podem levar ao uso excessivo e a dependéncia
cronica (GIACHETI, 1996). Atualmente, classifica-se como o terceiro mais grave problema
de Saude Publica Mundial, ao lado da Ezquizofrenia e Distirbio bipolar (FIGUEIRA et al.,
1999), atingindo em maioria os homens, embora o indice de mulheres alcodlicas tem-se
elevado, sofrendo os efeitos mais drasticos do dlcool no organismo (FREZZA et al., 1990).
Por muitos anos, as intervengdes farmacoldgicas ficaram restritas ao tratamento da
Sindrome de Abstinéncia do Alcool, decorrentes do conjunto de sintomas fisicos e
psiquicos que aparecem com a diminui¢do ou interrupcdo do uso do dlcool. Com o
agravamento da Sindrome da Dependéncia do Alcool, a frequéncia dos sintomas aumenta,
passando a se tornarem persistentes (LARANJEIRA, 1996), levando a pessoa a dar
prioridade a ingestdo alcodlica em detrimento das atividades sociais, profissionais ou
recreativas (EDWARDS er al., 1999). Recentemente, como estratégias terapéuticas,
surgiram o ondansetron e o topiramato, atuando no substrato neuroquimico do sistema
serotoninérgico. Em pacientes tratados com ondansetron (SWIFT et al., 1996) e topiramato
(JONHSON et al., 2003), observou-se reducdes do consumo de &dlcool e aumento do
periodo de abstinéncia. Outros ensaios clinicos com agentes antagonistas de receptores para
opidides (Naloxone e Naltrexone) t€m sido avaliados com eficdcia na redugdo dos efeitos
ansiogénicos da abstinéncia (O° MALLEY et al., 1992).

A ingestdo de grandes quantidades de dlcool etilico provoca alteracdes metabdlicas

e patoldgicas em sistemas do organismo humano, incluindo disfun¢gdes no sistema nervoso,



no metabolismo da glicose, lipidios, proteinas e alteram os aspectos nutricionais de 6érgaos
como pancreas, estomago e intestino (KORSTEN & LIEBER, 1979; HIRATA & HIRATA,
1991). Por induzir a formacao de radicais livres, o etanol € capaz de desestabilizar proteinas
e lipidios celulares (lipoperoxidagdo), favorecendo ao processo de apoptose/necrose e
prejudicando a organogénese. Tanto o etanol quanto o acetaldeido tém efeitos diretos sobre
vérios fatores de crescimento celular, inibindo a sintese do 4cido retindico e a proliferacao

celular (RILEY et al., 2001).

REVISAO DA LITERATURA

Alcool: Toxicidade e Farmacocinética

Aproximadamente 95% do etanol presente no sangue sdo oxidados no figado. Sua
metabolizacio segue trés vias diferentes nos hepatdcitos: dlcool desidrogenase, responsavel
pela maior parte do processo, sistema de oxidacdo microssomal e sistema da catdlise
bindria. Apds sofrer a acdo da enzima dlcool desidrogenase, o etanol € convertido em
acetaldeido, que por sua vez, é oxidado por acdo da enzima acetaldeido desidrogenase,
originando como produto final o acetato intracelular, e CO, e H,O na circulacdo para serem
excretados (TAMPIER et al, 1994; BASELT, 1996).

O etanol € um potente indutor de teratogénese em humanos, sendo descrito desde
1968 e conceituado como um padrao especifico de malformacdes em 1973. Quando
ingerido durante a gestacdo, pode levar ao neonato um quadro de Sindrome Fetal Alcodlica
(HOYME et al., 2005), condi¢do irreversivel, caracterizada por anomalias craniofaciais

tipicas, retardo no crescimento e distirbios cerebrais (HOYME er al., 2005;



KRULEWITCH, 2005). O alcool ingerido pela gestante atravessa a barreira placentdria,
expondo o feto as mesmas concentracdes sanguineas materna. No feto (CHAUDHURI,
2000), as consequéncias do etanol sdo maiores, pois seu metabolismo e eliminagdo sao
mais lentos, tornando o liquido amniético impregnado de dlcool ndao modificado (etanol) e
acetaldeido (metabdlito do etanol).

Estudos epidemioldgicos apontam o consumo cronico de dlcool como um fator
predisponente para o desenvolvimento de cancer de faringe, esofago, laringe, figado,
estdmago, célon, ovéario e mama (BAGNARDI et al., 2001). POSCHL & SEITZ (2004)
sugerem que o dlcool atue como agente co-carcinogénico ou promotor de tumor em tecidos
de animais, porém ndo diretamente como carcinogénico. GARRO & LIEBER (1990)
evidenciaram que o etanol acentua o efeito carcinogénico de outros agentes, como
compostos aromaticos policiclicos e algumas nitrosaminas, favorecendo ao crescimento
tumoral, diminui¢cdo da capacidade de destoxificacdo, imunossupressao e inibicdo das
enzimas de reparo do DNA lesado. O consumo de dlcool pode aumentar a incidéncia de
cancer de mama, com fator de risco estimado para 7% a cada 10g de &lcool ingerido
diariamente (ROISMAN & LIFSHITZ, 2006). Estudos recentes apontam que parte dos
efeitos carcinogénicos do consumo de etanol devem estar relacionados com trés fatores: o
metabolismo in situ de niveis de etanol citos6lico e microssomal, o efeito mutagénico
promovido pelo acetaldeido e por radicais hidroxil e 1-hidroxietil (LIEBER & DE CARLI,
1973). CASTRO et al. (2006) enfatizaram o efeito do etanol em células epiteliais de
glandula mamadria de ratas adultas, evidenciando alteragdes ultraestruturais, ndcleo irregular
com invagina¢des do envoltério nuclear, condensac¢do da cromatina e dilatagdo dos poros

nucleares.



A alta concentragdo de dlcool no sangue € relatada como um dos principais fatores
que desencadeiam deficiéncias neuroldgicas severas na medula espinhal (FORCHHEIMER
et al., 2005), morfolégicas e neuropsicolégicas (MOSELHY et al., 2001). Entre alguns
mecanismos cognitivos que sdo afetados pelo alcoolismo crénico e agudo, destacam-se:
auséncia de atencdo, cognicdo prospectiva e falhas na memoria autobiogrifica. Os
transtornos emocionais promovidos pelo élcool incluem: disforia, ansiedade, fobias,
depressdo e agressdo (O'CONNELL et al., 2005). Uma caracteristica comum envolvendo o
etanol, a nicotina, a cocaina, a anfetamina e os opidides, € a habilidade em ativar o sistema
mesocorticolimbico 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 manutencdo da dependéncia de drogas de abuso
(WISE & ROMPRE, 1989).

Alteracdes morfofisioldgicas como impoténcia, atrofia testicular vinculada a atrofia
de tibulos seminiferos 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 estdo geralmente associadas com o alcoolismo (BOYDEN et
al., 1983). O etanol e seus metabdlitos promovem inicialmente exposi¢do, acompanhada de
elevada reducdo dos niveis de receptores para LH em células de Leydig humanas,
interferindo na sintese hormonal de testosterona (BANNISTER & LOSOWSKY, 1987,
ADLER, 1992). Em ratos puberes, a sindrome da feminiza¢do induzida por queda nos
niveis de testosterona, frente ao alcoolismo cronico, leva a aparente perda das funcdes
hepaticas reguladas por receptores de andrégenos (MORGAN, 1982); sendo notdvel, na

idade adulta, a baixa producdo da 2 estrégeno hidroxilase e estrégeno sulfotransferase



(EST) (TADIC et al., 2000) enzimas atuantes na metabolizacdo de estrégenos, com
concomitante aumento na atividade da P450 aromatase (GRAVES & SALHANICK, 1979).
Esses efeitos podem levar a diminui¢do do volume seminal e subsequente quantidade de
espermatozdides (PUROHIT, 2000). O dlcool, quando ingerido socialmente ou em baixos
niveis, ndo interfere diretamente com a qualidade do sémen (MONOSKI et al., 2002).
Entretanto, dosagens excessivas de dlcool acarretam efeitos adversos na fertilidade
masculina, promovendo altera¢des indiretas envolvendo o eixo hipotalamico-hipofisario-
testicular (CfCERO, 1982; SALONEN et al., 1992) ou outros sistemas que interagem com
esse eixo quando estimulados pelo dlcool (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 sintese esteroidogénica (ANDERSON et al., 1985; CHIAO & VAN THIEL,
1983). Eventualmente, observa-se reducdo da inervacdo peniana, podendo culminar em

quadro de disfuncdo eréctil (BUFFUM, 1983).

Selecdo das linhagens bebedoras de etanol

Em um trabalho de revisdo de LI er al. (1987), se menciona a existéncia de trés
pares de linhagens de ratos de consumo baixo e elevado de dlcool: os UChA e B (UCh=
Universidade do Chile) os mais antigos, os de HELSINKI iniciados por KALERVO
ERIKSSON e os de LUMENG & LI em Indiandpolis. Existe outro em Calgari, no entanto
ndo hd muita informacdo a respeito. Dos trés pares, os Unicos que se t€ém mantido
permanentemente mediante inbreeding sao os UChA e B, e por conseguinte, sdo as dnicas

linhagens de ratos de que se tém conhecimento podendo ser consideradas linhagens puras



para efeitos de estudos relacionando aspectos genéticos, bioquimicos, fisioldgicos,
nutricionais e farmacolégicos, bem como apetite e tolerancia ao dlcool que sdo importantes
fatores do alcoolismo humano. As linhagens AA (Alko Alcohol) e ANA (Alko Nonalcohol)
de HELSINKI foram obtidas desde o principio por alterndncia de cruzamentos de
inbreeding com outbreeding. Além disso, hd alguns anos comecou a decair a fertilidade dos
cruzamentos, assim como o nimero 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 tém sido obtidas desde o principio mediante outbreeding. E sabido que em
um processo de selecdo por inbreeding é necessario ter muita constancia e paciéncia, pois
se observa que muitos cruzamentos mostram-se inférteis, devido a probabilidade de que se
produzam homozigotos letais ou subletais. Portanto, os ratos da variedade UChA e UChB,
AA e ANA, embora exibam amplas diferencas na preferéncia ao dlcool, sdo importantes
para o estudo de caracteristicas Unicas ao alcoolismo humano, além da ripida reproducdo, o
pouco espaco fisico ocupado e o baixo custo de manutengdo. Por razdes 6bvias, os modelos
animais empregados para os estudos de doencas humanas sido, em geral, reproducdes nao
exatas das doencas. Porém, a histéria do progresso médico ensina que eles tém sido
ferramentas insubstituiveis no estudo de caracteristicas particulares das doengas humanas,
levando a aquisi¢do de conhecimentos tteis no tratamento e prevengdo. Atualmente,
variados modelos experimentais tem surgido com a finalidade de acompanhar as
caracteristicas farmacoldgicas do etanol em cada tipo de administracdo e periodos de

exposicdo, possibilitando mensurar aspectos motivacionais positivos (refor¢ando o



consumo) ou negativos (efeitos aversivos) (SPANAGEL & HOLTER, 2000; TABAKOFF

& HOFFMAN, 2000).

Alcool e o Sistema Reprodutor Feminino

Experimentos envolvendo o alcoolismo cronico e alteracdes estruturais em O6rgaos
reprodutores de fémeas podem ajudar a enfatizar alguns dos prejuizos causados pelo uso do
alcool, na qual a populacdo pode estar sendo acometida. Restritos sdo os relatos que
asseguram os efeitos toxicoldgicos de agentes quimicos exdgenos no organismo feminino,
devido ao seu complexo ciclo hormonal reprodutivo. Aspectos relacionados a
epidemiologia do céncer ovariano, envolvendo fatores reprodutivos e ambientais sdo
bastante enfatizados na literatura especializada. Dentre os mais comuns, aparece o
carcinoma epitelial ovariano (BAI et al., 2000), originando-se na superficie epitelial em
90% dos casos. J4 os tumores de origem germinativa e estromal sdo raros. Em 2002,
aproximadamente 14.000 mulheres norte-americanas, diagnosticadas tardiamente chegaram
a 6bito (ACS, 2002). O aumento na producio de gonadotrofinas e estrogenos (SHUSHAN
et al., 1999) no caso de foliculogénese alterada ou fatores que mimetizam indugdo de
ovulacdo (superovulacdo) como hCG (CELIK et al., 2004) potencializam atividade mitética
epitelial (tufting), de células da granulosa folicular, e formagdo cistica ovariana, podendo
estes continuos ciclos ovulatérios culminar em lesdes neoplésicas.

Em mulheres ndo alcodlicas, o consumo de forma aguda parece ndo afetar o
funcionamento do eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano (MENDELSON ef al., 1981;
VALIMAKI et al., 1983). Ja o alcoolismo cronico em mulheres, portando ou ndo doenca do

figado, estd geralmente associado a severos desarranjos funcionais reprodutivos, incluindo
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quadros de amenorréia, oligomenorréia, dismenorréia, hipo ou infertilidade, abortos
espontaneos (HUGUES et al., 1980; HARLAP & SHIONO, 1980), perda da libido e
menopausa prematura (BORHANMANESH & HAGHIGHI, 1970; GREEN & RUBIN,
1959), porém existem poucos e contraditérios dados relacionando o alcoolismo e o estado
organico endocrinolégico feminino. Alguns autores apontam o dlcool como agente
acentuador de hiperplasias endometriais (BARR & SOMMERS, 1957, EDMAN &
MACDONALD, 1976), enquanto outros (LINQUETTE et al., 1972), depressor da sintese
estrogénica promovendo atrofia endometrial. Estudos realizados em mulheres alcodlicas
cronicas (HUGUES et al., 1980) e em macacas Monkeys (MELLO et al., 1983) tratadas
com elevadas doses de dlcool (4,5 g/kg/dia) durante trés meses, evidenciaram marcante
amenorréia, acompanhada de oscilagdes de baixa producdo de estrégeno e LH, atrofia
endometrial e ovariana. Terapias de reposi¢do hormonal com andlogos LHRH tem se
mostrado eficaz em reverter ou atenuar disfungcdes amenorréicas e a perimenopausa
(HASHIMOTO et al., 1976), porém o tratamento a longo prazo pode trazer conseqiiéncias
drasticas irreversiveis (FATHALLA, 1971; BANDERA er al., 1995). Os efeitos do
alcoolismo cronico no organismo feminino, interferindo na fisiologia da reproducio, podem
prover de agOes indiretas, no caso de disfun¢des hepdticas (ex. cirrose) e estresse
nutricional, sendo o bom estado nutricional fator importante na manutencdo do ciclo
menstrual (FRISCH & MACARTHUR, 1974), e mesmo de a¢des do dlcool no sistema
nervoso ou afetando diretamente a gbénada. O ovdrio sintetiza a enzima &lcool-
desidrogenase (DEANE, 1962), que atua na conversdao de etanol em acetaldeido, sendo
dependente da coenzima NAD para ser reduzida a NADH; por outro lado, muitos eventos

da esteroidogénese ovariana, incluindo conversdo de pregnenolona em progesterona pela 3-
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B hidroxiesteréide desidrogenase é NAD dependente (RICHARDSON, 1975), o que pode
levar a disfun¢gdes mitocondriais e redug@o da sintese hormonal nos individuos alcodlicos.

A exposicdo continua de ratas adultas ao etanol 5% (KRUEGER et al., 1982),
interfere com a ciclicidade estral, com o nimero de odcitos ovulados e altera periodos de
abertura vaginal (BO et al., 1982), porém as células descamadas do epitélio vaginal ainda
apontam as caracteristicas fases do cicloo. HENDERSON & SCHENKER (1977),
observaram que ratas tratadas com etanol 5% durante 21 semanas, foram capazes de
acasalar, fecundar e produzir proles vidveis; no entanto, os indices de perda pré ou pOs-
implantacio ndo foram avaliados.

LAURA et al. (2003), analisando ovarios de ratas tratadas com etanol (31°GL),
evidenciaram aumento do nimero de corpos liteos e foliculos atrésicos; menor diametro
presente nos corpos liteos, na camada granulosa (ainda com presenca de vacuolizagdes e
gotas lipidicas) e regressdo gradual da teca antral folicular. Estudo realizado em células da
camada granulosa de foliculos ovarianos (PUROHIT, 2000), mostrou que o aumento do
consumo alcodlico parece ndo alterar a secrecao de estradiol por estas células; porém uma
maior atividade da enzima aromatase € obtida, atuando na transformacao de andrégenos em
estrégenos.

MAPOLES et al. (1994) verificaram a inibi¢do do crescimento em células ovarianas
de hamster, mantidas em cultura, e transfectadas com cDNA de hepatdcitos que expressam
a desidrogenase alcodlica, podendo inferir que o acetaldeido formado e ndo o etanol, seja o

responsavel pela inibicao.
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Na adolescéncia, o alcoolismo pode apresentar efeitos adversos para a reproducao
feminina (LEE DEES et al., 2001), incluindo: queda na producdo de estradiol de forma
indireta, devido alteracdo no balan¢o da produgdao de hormdnios hipofisérios, interferéncia
na regulacdo do sistema do O6xido-nitrico e de fatores de crescimento como (IGF-1),

presentes no ovario em desenvolvimento.

Ovdrio: Estrutura e Funcionamento

O ovério € um o6rgdo par revestido pelo epitélio germinativo, geralmente do tipo
ctiibico simples, continuo com o mesovdrio. Seu interior subdivide-se em duas zonas: o
cortex e a medula. O cértex contém os foliculos em vdrios estdgios de desenvolvimento,
corpos liteos, 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 sdo pleomorficos, podendo assumir caracteristicas epitelidides,
formando a teca folicular e as glandulas intersticiais associadas aos foliculos
(PRIEDKALNS & LEISER, 1998). A regido medular é formada por grandes vasos
sanguineos, linfdticos, nervos, fibras eldsticas, reticulares e estruturas embriondrias
oriundas da rete ovarii.

Os ovérios de ratas neonatais estdo preenchidos com odcitos, apresentando-se em
agrupamentos, ainda sem associa¢do com as células da pré-granulosa (PETERS, 1969). Sao
os fatores de transcricdo e crescimento, como Figla e GDF9, sintetizados pelo odcito que
auxiliam na secrecdo da zona pelicida (principalmente pelas glicoproteinas ZP1, ZP2 e
ZP3) e promovem a primeira interacdo com as células da granulosa, formando o foliculo

primordial (ALBERTINI et al., 2001; RANKIN et al., 1996). A partir dai, outros fatores
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secretados pelo odcito estimulam a produgdo de fatores de crescimento pelas células da
granulosa, mantendo seu metabolismo, crescimento, divisdo e associacdo com as camadas
tecais até o desenvolvimento folicular secunddrio. Apds o estabelecimento dos foliculos
secunddrios, torna-se necessdria a sintese e secrecdo de FSH pela adenohipdfise. Esse
hormonio glicoproteico atua estimulando a proliferacdo da camada granulosa, sintese de
estrégenos e seus receptores, expressao de receptores para LH, P450 aromatase, activina A,
inibina e atenua a morte celular programada (RICHARDS, 1994). Estrégeno,
foliculostatina e inibina promovem o feed-back negativo na secre¢do de FSH pela hipéfise
e estimulam a liberacdo de LHRH pelo hipotdlamo, sinalizando a sintese de LH. O
hormdénio LH exerce grande funcdo na ovulagdo (ESPEY & RICHARDS, 2006),
estimulando a producdo de testosterona e androstenediona pelas células da teca interna,
finaliza a meiose I no odcito, induz sintese de metaloproteinases para ruptura da parede
folicular e do complexo cumulus-odcito, influencia na sintese de progesterona e seus
receptores, essenciais no processo de inflamacdao (COX 1 - 2 e prostaglandinas), induz a
luteinizagdo e transformacdo das células foliculares em granulosa-luteinicas e teca-
luteinicas, constituindo o corpo liteo.

Alguns foliculos em crescimento tornam-se atrésicos. Na atresia dos foliculos
primdrios e secunddrios, o odcito degenera antes da parede folicular, enquanto nos outros
estdgios 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 cistica, ocorre atrofia das células granulosas e tecais,

formando os cistos que em caso de ndo regressao, interferem no ciclo estral e na fertilidade.
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Atualmente, ja foram identificados nas células da granulosa e teca folicular,
receptores para quase todos os hormonios e fatores existentes no organismo, incluindo o
GH, TRH, CRH, LHRH, NGFI, EGF, leptina, IGF1 e 2, entre outros (BURNS &

MATZUK, 2002).

JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DA TEMATICA

O consumo abusivo ou a dependéncia alcodlica parece estar associado a diversas
alteracdes no ciclo reprodutivo feminino, desde a ocorréncia de amenorréia ou
irregularidades menstruais (BECKER er al, 1989), disfuncdes ovarianas com ciclos
anovulatérios, menopausa prematura e até abortos espontaneos (KESMODEL et al., 2002).
Os efeitos do alcoolismo cronico sobre as estruturas reprodutivas em fémeas sdo pouco

enfatizados na literatura em relag@o as masculinas.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo € analisar os efeitos da ingestdo cronica do etanol
sobre a estrutura e a biometria de ovarios de ratas das variedades UChA e UChB, de
consumo voluntdrio 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 periédico
Reproductive Toxicology, o qual se intitula “Estrutura e biometria dos ovarios de ratas

adultas UChA e UChB (consumidoras voluntérias de etanol)” apresentado a seguir.
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ESTRUTURA E BIOMETRIA DOS,OVARIOS DE RATAS ADULTAS UChA E
UChB (CONSUMIDORAS VOLUNTARIAS DE ETANOL)

RESUMO

O alcoolismo cronico em fémeas € questdo atual e preocupante. O presente trabalho tem
como objetivo elucidar as alteracdes manifestadas no ovério de ratas adultas UChA e
UChB (consumidoras voluntérias de etanol a 10%). Apds o periodo de tratamento, 42 ratas
subdivididas em trés grupos experimentais (UChA, UChB e Wistar) foram eutanasiadas por
decapitacdo, e os ovdrios coletados e processados para andlise em microscopia de luz e
eletronica. Os animais UChB apresentaram maior indice de ganho de massa corpdrea e
menor peso relativo dos ovarios em relagdo aos demais grupos. As ratas UCh apresentaram
as maiores médias de duracdo dos ciclos estrais e permanéncia na fase de estro. Estdgios
avangados de atresia folicular foram comum nos animais UCh, sendo os fragmentos
celulares destacados com a técnica da fosfatese dcida e microscopia eletronica. Conclui-se
que hé irregularidades do ciclo estral e, conseqiientemente, alteracOes estruturais nos

ovérios das linhagens UChA e UChB.

Palavras-chave: ciclo estral, rata, ovario, microscopia, ultraestrutura, histoquimica, etanol,

UCh
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INTRODUCAO

O alcoolismo cronico, em mulheres, favorece ao aparecimento de complicacdes
fisicas e psiquicas, podendo acometer o neonato e a fertilidade. Em mulheres ndo
alcodlicas, o consumo de forma aguda parece ndo afetar o funcionamento do eixo
hipotalamico-hipofisario-ovariano [1,2]. No entanto, o alcoolismo crénico, com ou sem
alteracdes no figado, estd geralmente associado a severos desarranjos funcionais
reprodutivos, incluindo quadros de amenorréia, oligomenorréia, dismenorréia, hipo ou
infertilidade, abortos espontineos [3,4], perda da libido e menopausa prematura [5,6].
Estudos realizados em mulheres alcodlicas crénicas [3] e em macacas [7] evidenciaram
amenorréia acompanhada de oscilagdes de baixa producdo de estrogeno e LH, atrofia
ovariana e endometrial. Krueger et al. [8] observaram, em ratas, prolongamento da fase de
diestro. Outros trabalhos apontam o tratamento cronico com etanol como acentuador da
permanéncia na fase de diestro, com diminuicdo do LH circulante [9] e indicios de anestro
permanente [10]. Krueger et al. [11] descreveram alteracdes do ciclo estral e de periodos de
abertura vaginal [12]. Na literatura ha poucos relatos envolvendo reproducgdo e alcoolismo
em ratas. Os animais UCh s3ao modelos das doencgas relacionadas ao alcoolismo,
fundamentais para o entendimento dos efeitos do alcoolismo cronico na reproducdo. O
objetivo do presente estudo foi analisar a influéncia da ingestdo cronica do etanol sobre a
estrutura e a biometria dos ovarios de ratas das variedades UChA e UChB (bebedoras

voluntdrias de etanol a 10%).
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MATERIAL E METODOS

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 Bioquimica da Faculdade de Medicina da Universidade do Chile. Os
animais constituiram trés grupos: 1°) ratas UChA de consumo voluntdrio de etanol a 10%
(4gua + etanol) e consumo médio de etanol de 1,9g/100g/dia, 2°) ratas UChB de consumo
voluntdrio de etanol a 10% e consumo médio de etanol de 4,0g/100g/dia e 3°) ratas Wistar
de consumo voluntdrio de dgua utilizadas como controle, cedidas pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu/UNESP. As fémeas tratadas receberam etanol durante 60 dias, com
dieta sélida constituida de racdo Nuvital e o protocolo experimental seguem os principios
éticos de pesquisa animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(Protocol. n® 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 condi¢des controladas (12h
de ciclo claro/escuro e aproximadamente 23°C). Apds 60 dias de ingestdo cronica de
etanol, as fémeas em estro, monitoradas pela técnica do esfregaco vaginal, foram

eutanasiadas para coleta e processamento do material.

Microscopia de Luz (MLuz): Historesina

Foram eutanasiadas em estro, apds saturagdo anestésica com éter etilico, 18 fémeas

(seis de cada grupo). O dttero, as tubas uterinas e os ovdérios, foram dissecados sob
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microscopio cirdrgico D. F. Vasconcelos, sendo os ovérios fixados em glutaraldeido 2,5%,
tampao fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 6h. Os 6rgaos foram acondicionados em dlcool 70%
na geladeira, por 48h. A desidratacdo foi realizada em dlcool 95% durante 4h e a infiltracio
em resina plastica “Historesin” (Reichert — Jung/Embedding Kit — Alemanha) mais dlcool
durante 4h. Os 6rgaos foram imersos em resina pura por 12h. As amostras de tecido foram
incluidas e transportadas para histomoldes etiquetados (histomold - LKB — Alemanha),
contendo mescla de inclusdo (liquido de infiltracdo + endurecedor). Os histomoldes foram
colocados em estufa a 60°C durante 3h. Os blocos do material incluido foram cortados com
4um de espessura em micrétomo LEICA 2145 e, posteriormente, corados com
Hematoxilina e Eosina (HE), azul de toluidina (AT), 4cido periddico de Schiff (PAS),
Giemsa e Tricromico de Masson. As laminas foram analisadas e fotografadas em

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

MLuz: Fosfatase Acida (FAc)

As tubas uterinas, juntamente com os ovdrios, e extremidades craniais dos cornos
uterinos esquerdo foram coletados e dissecados. O material foi coberto com talco para a
preservacdo do tecido e congelado em nitrogénio liquido. Os Orgdos reprodutores
congelados foram transferidos para camara de criostato LEICA CMI1800 Cryostat
(Alemanha) a —20°C e mantidos durante 15 a 20 minutos. Os 6rgdos foram colados pela
extremidade cranial do corno uterino em suporte metdlico, utilizando-se adesivo especial:
“Tissue Freezing Medium” JUNG (Einbettmedium/Laborgebrauch/Germany). Os ovarios
foram seccionados com 10um de espessura. Os cortes foram incubados a 37°C por 30

minutos, em meio constituido de Nitrato de Chumbo (20mg), B-Glicerofosfato de Sédio
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(32mg) e tampao acetato (10mL) 0,1M pH=5,0. Apds o periodo de incubagdo, os cortes
foram lavados em 4gua destilada e imersos em soluc¢do de Sulfeto de Amonio a 1% por 2
minutos. Finalmente, os cortes foram lavados em dgua destilada, contrastados com Metil
Green 2% por 1 minuto e desidratados em dlcool absoluto. Seguiu-se a etapa de montagem
das laminas no meio sintético [13]. As laminas foram analisadas e fotografadas em

fotomicroscopio digital Axiophot Il Zeiss do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

MLuz: Fosfatase Alcalina (Fal)

A técnica de histoquimica para a fosfatase alcalina foi realizada com base no
material, nos procedimentos de preservacdo e no método de corte em Criostato utilizado
para a fosfatase dcida. Apds obtengdo dos cortes a 10um, o material foi incubado a 37°C
por 40 minutos em meio constituido de Barbiturato de Sédio 2% (10mL), B-Glicerofosfato
de Sédio 3% (10mL), Cloreto de Calcio 2% (20mL), Sulfato de Magnésio 5% (1mL) e
agua destilada (SmL), sendo regulado e mantido o pH=8,9. Posteriormente ao periodo de
incubagdo, os cortes foram lavados em dgua corrente por 5 minutos € imersos em solucao
de Nitrato de Cobalto 2% por 5 minutos. Os cortes foram lavados em agua corrente
destilada, imersos em Sulfeto de Amonio 0,5% por 1 minuto e novamente lavados em dgua
destilada. Finalmente, as laminas foram montadas em meio de gelatina glicerinada
Forrast’s. As laminas foram analisadas e fotografadas em fotomicroscopio digital Axiophot

II Zeiss do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.
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Microscopia eletrénica de transmissdao

Para a andlise da microscopia eletronica de transmissdo, cinco ratas de cada grupo
(UChA, UChB e controle) foram eutanasiadas por decapitagdo e, apds laparotomia
abdomino-pélvica, tiveram o ovario direito coletado e fixado por imersao em solugdo de
Karnovsky modificada, contendo 2,5% de glutaraldeido, 2,0% de paraformaldeido em
solucdo tampao fosfato de sédio a 0,IM e pH 7,2. Os fragmentos dos ovarios contendo
0,5mm de largura permaneceram em glutaraldeido durante 3h a 4°C. Em seguida, foram
pos-fixados em tetréxido de 6smio a 1,0% no tampao fosfato de sédio durante 2h e
incluidos em resina plastica Araldite. Apds a inclusao, cortes de 0,5um de espessura foram
obtidos em ultramicrétomo LKB 8800, “ultrotome 11I”’, com navalha de vidro e corados
com azul de metileno e azur II. A utilizacdo dos cortes corados favoreceu na selecdo de
areas especificas para observacdes ao microscopio eletronico. Posteriormente a selecao, os
blocos foram trimados e obtidos cortes ultrafinos, sendo contrastados pelo Acetato de
Uranila [14] e Citrato de Chumbo [15]. Todas as andlises e documentacdes foram
realizadas em microscépio eletronico de transmissao Philips CM 100, disponivel no Centro

de Microscopia Eletronica do IBB/UNESP.

Peso corporal e dos orgdos genitais

Ao final do tratamento, cada animal foi anestesiado com éter etilico, pesado e
submetido a laparotomia abdomino-pélvica para remocdo dos Orgdos genitais (ttero,
ovérios e tubas uterinas) que foram pesados em conjunto. Os ovérios foram pesados

separadamente. A determinacdo do peso corporal, do conjunto dos érgdos genitais e dos
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ovérios foi realizada em balanca analitica Owalabor, disponivel no laboratério de Anatomia

do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

Contagem e andlise dos foliculos e corpos liiteos

Para a andlise morfométrica utilizou-se o material preparado para a microscopia de
luz, analisando-se um corte e desprezando-se os dez cortes subseqiientes, resultando em 12
repeti¢des analisadas por ovdrio [16]. Foram contados e analisados os foliculos primordiais,
primdrios, em crescimento (acima de duas camadas de células até inicio de antro folicular),
preantrais, antrais, maduros, atrésicos, € os corpos liteos hemorragicos e em processo de
regressdo. Os dados foram avaliados através do sistema de andlise de imagens
computadorizado KS-300 — Zeiss, utilizando-se objetivas de 20x para observacdo dos
foliculos primarios e primordiais e 10x para as demais estruturas, disponivel no laboratério

de Anatomia do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

Dosagem hormonal

Apés a decapitacdo, os animais tiveram uma amostra de sangue coletada para
dosagem dos hormoénios LH, FSH, B-estradiol e progesterona, cujas concentracoes
plasmdticas foram mantidas em tubos com heparina, centrifugados a 2.500 r.p.m e
determinados através de reacdo com duplo anticorpo, utilizando-se o método de
radioimunoensaio (RIE). Os anticorpos especificos foram anti-rat LH-S10, FSH-SI11,
diluidos em soro de coelho. O segundo anticorpo foi produzido em ovelhas, com base na
antigamaglobulina de coelho. Todos os hormdnios foram iodinados com '*Todo da

Amersham Biosciences (USA) e dosados em Unico ensaio para evitar erros inter-ensaio.



23

Realizaram-se as andlises no laboratério de Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de

Odontologia — USP — Ribeirdo Preto, SP.

Andlise estatistica

As varidveis referentes ao peso corporal e dos 6rgdos genitais, duracdo dos ciclos
estrais, concentragdo dos hormodnios LH, FSH, B-estradiol, progesterona e a contagem dos
foliculos e corpos liteos no ovdrio, ao final do tratamento, foram avaliadas através da
andlise de varidncia em experimentos inteiramente casualizados e os resultados
apresentados em tabelas, considerando-se um nivel de 5% de significancia [17]. Utilizou-se
a técnica da andlise de varidncia 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 periodo experimental, os animais foram diariamente
monitorados através da técnica do esfregaco vaginal [19]. Dessa forma, as células
descamadas do epitélio vaginal foram coletadas com cotonete umedecido em solugdo
fisiolégica e transferidas para as 1aminas. Fixou-se o hordrio da coleta (9h). Apds a coleta,
seguiu-se a fixacdo em dlcool-éter (1:1) durante 10 min. e hidratacdo até dlcool 70%.
Seguindo a hidratacdo, o material foi imerso em dgua corrente durante 5 min. e corado com
hematoxilina por 1 min. 30 seg. Apds a viragem da hematoxilina, o material foi corado com
eosina (40 seg.) e, posteriormente, desidratado até dlcool absoluto. As laminas foram

diafanizadas em alcool-xilol, xilol I e xilol II e montadas com laminulas. Todas as laminas
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foram analisadas em microscopio digital Axiophot II Zeiss do Departamento de Anatomia

do IBB/UNESP.

RESULTADOS

Apo6s 60 dias, que compreendem ao periodo de ingestdo cronica de etanol, pdde-se
inferir que ndo houve diferenca significativa entre o peso médio no inicio e final do
experimento entre os grupos UChA, UChB e controle, porém os animais do grupo UChB
iniciaram o tratamento com peso homogéneo médio menor, embora ndo estatisticamente
significativo (Tabela 1). No entanto, os animais dos grupos UChA, UChB e controle
obtiveram, significativamente, ao final do experimento, um ganho de peso corpdéreo em
relacdo ao peso médio inicial (Tabela 1). Entre os Indices de ganho de peso corpéreo, 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 ovdrios ndo apresentou diferenca estatistica significativa entre
os grupos. Ha tendéncia de maior peso ovariano no grupo controle comparado ao UChA e
UChB. O grupo UChB apresentou, significativamente, menor peso relativo dos ovarios em
relacdo aos animais controles (Tabela 2). Os pesos absoluto e relativo do conjunto dos
orgdos (dtero, tubas uterinas e ovarios) nao mostraram diferencas estatisticas significativas
entre os grupos, embora houve tendéncia de maior peso do conjunto no grupo controle
comparado ao UChA (Tabela 2).

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

estrais irregulares. A ciclagem mostrou-se continua, com todas as fases bem definidas,
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contudo a dura¢do 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 permanéncia ou alargamento na fase de estro em comparagao
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 B-
estradiol (pg/ml) presentes no plasma sanguineo dos animais nao apresentaram diferenca
estatistica significativa entre os grupos (Tabela 4). Ha tendéncia de menor concentragdao de
LH plasmatico nos animais UCh em relagdo aos controles. O grupo UChB apresentou
tendéncia de maior concentracdo plasmdtica de progesterona e os animais controles menor
tendéncia na distribui¢ao plasmaética de B-estradiol.

A contagem dos foliculos e corpos liteos presentes nos ovarios dos diferentes
grupos mostrou, significativamente, reducao do nimero de foliculos primordiais no grupo
UChA em comparagdo aos animais UChB e deste em relacdo aos controles (Tabela 5).
Houve tendéncia de menor quantidade de foliculos primarios no grupo UChA comparado
aos outros grupos. Os foliculos preantrais apareceram com maior freqiiéncia nos ovarios
dos animais UChB (Tabela 5). Os ovdrios das ratas UChB apresentaram,
significativamente, maiores freqiiéncias em foliculos atrésicos em relacdo aos grupos
UChA e controle. As demais mensuracdes ndo diferiram estatisticamente.

Os ovdrios das variedades UCh e controle apresentaram, no estroma cortical e
medular, todos os componentes estruturais caracteristicos da fase de estro (Fig. 2 A-C ),
embora em diferentes estdgios de desenvolvimento e regressdo. O epitélio ovariano variou
entre pseudoestratificado alto e colunar baixo (Fig. 2 D) e tdnica albuginea fibrosa em

algumas regides (Fig. 2 G) nos animais UCh. Tecido fibroso constituindo o corpo albicans
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e fibrose ao redor dos corpos liteos estiveram presentes no grupo UChB (Fig. 2 E, 2 H).
Nos animais controles, o epitélio foi regular do tipo cibico simples e a tinica albuginea
fibrosa na periferia do cortex ovariano (Fig. 2 F, 2 I).

Nos animais consumidores de etanol, os foliculos secunddrios, antrais e pre-
ovulatérios apresentaram atresia avangada na camada granulosa (Fig. 3 A-E). No grupo
UChB, intimeros foliculos antrais atrésicos foram encontrados apresentando as
caracteristicas sugestivas do processo final da morte celular apoptética (Fig. 3 C, 3 E).
Figuras mitéticas na camada granulosa dos foliculos foram observadas em todos os grupos,
com maior freqiiéncia nos foliculos 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 foliculos
secunddrios com metacromasia entre as células da granulosa, preferencialmente nas regides
proximas ou de contato com o ovdcito e forte reacdo nas fendas precursoras da cavidade
antral (Fig. 4 A). Algumas granulagdes metacromadticas apareceram nas cavidades dos
foliculos antrais. As reacdes P.A.S positivas, nestes animais, ficaram restritas na camada
granulosa de alguns foliculos secunddrios e antrais (Fig. 4 F). A zona pelicida de alguns
ovdcitos desenvolvendo-se nos foliculos de crescimento foram P.A.S positivas nos animais
UChA (Fig. 5 A). Nos foliculos antrais das ratas UChA, houve reacdo a fosfatase dcida
(FA) entre as células da granulosa (Fig. 5 C). Os foliculos secundérios revelaram poucos
sitios de reacdo a FA, preferencialmente nas zonas periféricas da camada granulosa (Fig. 5
F). Em foliculos secunddrios e antrais, a reacdo com fosfatase alcalina (FAL) revelou fortes
marcacdes na regido da teca interna (Fig. 6 A). O ovario dos animais UChB evidenciou
foliculos primdrios e secunddrios com intensas reacdes metacromdticas entre as células da

granulosa (Fig. 4 B e 4 D) e foliculos antrais com granulagdes acentuadas no antro e
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regides marcadas na camada granulosa (Fig. 4 D). Algumas rea¢des P.A.S positivas, nesses
animais, foram encontradas no antro de foliculos em crescimento (Fig. 4 G). Ainda nos
animais UChB, as células da granulosa dos foliculos antrais, apresentaram forte resposta a
reacdo com FA (Fig. 5 D). J4 a maioria dos foliculos em crescimento apresentou forte
reacdo a FA com formacdo de grumos compactados no citoplasma e distribuidos ao longo
da camada granulosa (Fig. 5 G). Em outros foliculos de crescimento, reacdes com FA
ficaram restritas nas células proximas a zona de transi¢do com a teca interna (Fig. 5 H). Os
animais UChB exibiram reagdes a FAL mais intensas na teca interna dos foliculos
secundérios (Fig. 6 B, 6 D) e ténue nos foliculos antrais em relacdo aos animais UChA e
controle (Fig. 6 A,6 Ce 6 E).

Nos animais controles, os foliculos secunddrios apresentaram reacgdes
metacrométicas de forma uniforme e pouco intensa (Fig. 4 C) nas células da granulosa. Os
foliculos antrais, em sua maioria, ndo mostraram metacromasia (Fig. 4 E). No grupo
controle, os foliculos em crescimento mostraram fortes reacoes com P.A.S (Fig. 4 H), e os
ovdcitos, em variados graus de desenvolvimento folicular, exibiram reagdes P.A.S.
positivas delimitando a zona peldcida (Fig. 5 B). Os foliculos em crescimento, nestes
animais, foram destituidos de qualquer resposta a reacdo com FA (Fig. 5 E). A técnica da
FAL, nestas ratas, implicou em ténue marcagdo nas camadas tecais de foliculos secundarios
e antrais (Fig. 6 Ce 6 E).

O estroma ovariano dos animais UCh foi preenchido com grandes massas de tecido
glandular intersticial, composto de células com nicleos esféricos e citoplasma amplo
vacuolizado (Fig. 6 G, 7 A e 7 B). As glandulas apresentaram regido central secretora

P.A.S. positiva no grupo UChA (Fig. 7 A) e reagdes 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, varios mastdcitos apresentaram-se dispersos no
tecido estromal medular, evidenciando ntcleo esférico e citoplasma granular
metacromético (Fig. 7 D e 7 E). Nos grupos UCh, a vascularizacdo da medula estromal foi
semelhante para a reacdo com FAL (Fig. 7Fe 7 G).

Os corpos luteos das ratas UCh e controles apresentaram células luteinicas, com
nucleos centrais e citoplasma eosinofilico com abundante presenca de vesiculas lipidicas e
células paraluteinicas, com citoplasma escasso e nucleo intensamente corado (Fig. 2 E, 2 G,
2 H, 8 G-H). Os vécuolos autofagicos contendo fragmentos celulares em degeneragdao
foram comuns no grupo UChA (Fig. 8 G) e, em algumas formacdes luteinicas das ratas
UChB (Fig. 8 H). Os corpos liteos hemorrdgicos e em processo degenerativo, nos animais
UChA, apresentaram reagdo a FA destacando indmeros grumos associados (Fig. 5 C,5F e
8 A). Também nestes animais, a atividade da FAL demarcou vascularizacdo nos corpos
liteos hemorrédgicos (Fig. 8 D). No grupo UChB, estas estruturas mostraram reacdes a FA
mais intensas em alguns locais e discretas em outros (Fig. 5 G, 5 H e 8 B). A reacdao com
FAL destacou ampla vascularizacdo nos corpos liteos hemorragicos destes animais (Fig. 8
E). Os corpos liteos emergentes e em regressdo, nas ratas controles, apresentaram reagdes
isoladas e de baixa intensidade a FA (Fig. 8 C). Corpo lidteo hemorragico com pouca reagao
a FAL também foi encontrado (Fig. 8 F). Sitios inflamatérios com presenca de infiltrado
leucocitario (Fig. 8 H) e tecido liteo com atividade macrofdgica foram notados nas
variedades UCh (Fig. 8 G e 8 H), com maior incidéncia no ovario dos animais UChA.

A andlise em microscopia eletronica de transmissdo revelou, na camada granulosa

de foliculos em crescimento, mitocondrias edemaciadas no grupo UChA (Fig. 9 A), e nos
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animais UChB, vactolos citoplasmaticos com material heterogéneo e nicleos com
avangada condensacdo da cromatina (Figs. 9 B e 9 C), em comparacdo as células da
granulosa do grupo controle (Fig. 9 D). A lamina basal, limitando a zona de transi¢do entre
a camada granulosa e a teca interna, apresentou desorganizacdo 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 lipidicas (Figs. 9 H e 9 I). O ovécito do
grupo UChA apresentou granulos corticais menores € com material mais e menos elétron-
denso (Fig. 10 A) em relagdao ao UChB (Fig. 10 B). Nos animais UChB, o ovdcito exibiu
ndcleo com cromatina ativa (Fig. 10 D), citoplasma carregado de pequenas mitocondrias e
reticulo endoplasmatico rugoso de aspecto curvilineo (Fig. 10 B e 10 D), diferente daqueles
encontrados nos foliculos dos animais UChA e controle (Fig. 10 A e 10 C).

As células da glandula intersticial nos animais UChA foram providas de grandes
mitocOndrias associadas a gotas lipidicas (Fig. 11 A), enquanto grandes vacuiolos
citoplasmaticos apareceram no grupo UChB (Fig. 11 B). Nos corpos liteos, as células
luteinicas dos animais UChA apresentaram alguns ndcleos com cromatina condensada na
periferia (Fig. 11 C) e vactiolos autofdgicos com material pouco ou bastante eletron-denso
(Figs. 11 D e 11 E). No grupo UChB, algumas células luteinicas evidenciaram
mitocOndrias com crista tubular preservada, nicleos com reentrancias e marginalizacao da
cromatina (Fig. 11 F). Alguns vacuolos 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 transito de vesiculas

(Fig. 11 H) contribuem com a caracteristica secretora pela célula luteinica.
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DISCUSSAO

Os grupos UCh e controle apresentaram ganho de peso corpéreo em relacdo ao
inicio do experimento, com destaque para o grupo UChB, corroborando com Martinez et al.
[20,21]. Nas variedades UCh, uma caracteristica comum € ndo haver reducdo da massa
corporea durante a vida adulta. Sforcin et al. [22], Sanchis et al. [9], Bo et al. [12] e
Ratcliffe et al. [23] observaram reducdo ou breve ganho de peso corpdreo em relagdo aos
seus controles durante o periodo experimental. Em contrapartida, experimentos envolvendo
diferentes concentragdes e vias de administracdo de etanol [24,8,25] evidenciaram
manuten¢cdo do peso corporal, sem diferir de seus controles isocaldricos. Os resultados
sugerem aproveitamento das calorias do etanol, principalmente pelo grupo UChB, evitando
perda de peso corpdreo. Os animais UCh mostraram tendéncia de menor peso dos ovarios e
reducdo do peso relativo dos ovérios nos animais UChB. Atrofia ovariana é relatada em
ratas frente ao alcoolismo cronico [11,25] e em mulheres alcodlicas ndo cirrdticas [26].
Neste trabalho, a atrofia ovariana ficou restrita a regido medular, caracterizando reducdo do
peso ovariano total nos animais consumidores de etanol. O conjunto dos O6rgdos
reprodutivos nos animais UChA apresentou menor peso comparado aos controles. Gavaler
et al. [25] e Van Thiel et al. [27] verificaram redu¢@o no peso do ttero, ovérios e tubas
uterinas de ratas Wistar.

O ciclo estral nos animais UCh foi irregular com ciclos longos e permanéncia na
fase de estro. O ovario pode responder as alteragcdes ciclicas induzidas promovendo um
estro vaginal constante, pseudogravidez repetida, ou por condicdo de anestro. Krueger et al.

[8] observaram prolongamento da fase de diestro. Outros achados apontam o tratamento
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cronico do etanol como acentuador da permanéncia na fase de diestro, com diminui¢ao do
LH [9] e anestro permanente [10]. H4 tempos, os padrdes de estro persistente, em roedores,
foram descritos como incapacidade de realizacdo da ovulacdo, devido as concentracdes
baixas de LH plasmaético, podendo culminar em formagdes cisticas. Esses ovdrios sdo,
geralmente, polifoliculares e desprovidos de corpos liteos [28]. No presente trabalho,
houve menor concentragdo plasmdtica de LH nos grupos UCh, no entanto, ocorreu
ovulacdo e luteogénese. Talvez a reducgdo nos niveis de LH ndo seja o suficiente para causar
bloqueio no processo de ovulagdo. Em concordancia parcial, alguns autores relatam o estro
prolongado em ratas tratadas com etanol sob diferentes concentragdes [29,30], porém
acompanhado de auséncia de ovulacdo. Macacas que receberam injecdes de etanol 0,12g/kg
de peso, no final da fase litea do ciclo menstrual, apresentaram niveis 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 diminuida
da secrecdao de noradrenalina, responsavel pela sintese e secre¢cio de LHRH hipotalamico,
ou efeito direto do etanol na sintese de LHRH ou LH. O alcoolismo cronico parece
aumentar a produgdo estrogénica, inibindo o FSH e interferindo na foliculogénese e
luteogénese em mulheres [34]. Em ratas tratadas com etanol, a concentracdo de estradiol e
progesterona foi menor e LH maior em relacdo aos controles, enquanto o FSH ndo diferiu
entre os grupos [35]. Resultados semelhantes ao presente trabalho o qual implica em
reducdo e manutencio dos niveis de LH e FSH, respectivamente, foram encontrados em

ratas tratadas com 5% [24] e infundidas com 95% de etanol [36].
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Foliculos em estdgios de atresia na camada granulosa foram encontrados nas
variedades UCh. Atresia folicular avancada foi marcante, principalmente, nos foliculos
antrais no grupo UChB. Em concordéncia parcial, estudos sobre o efeito indireto do etanol
no tecido ovariano, administrado de forma aguda 3mg/kg via intraperitoneal, apontaram
bloqueio da ovulagdo, diminuicdo dos niveis de LH e presenca de células apoptédticas nos
foliculos [37]. Atresia folicular ocorre via apoptose em ratas [38,39]. Pode-se inferir, pelo
prolongamento do estro observado nos animais UCh, que houve redu¢do na producdo de
estradiol pelas células da granulosa, embora a dosagem hormonal nao tenha corroborado
com essa hipdtese. Também houve o aparecimento de tecido glandular intersticial nos
animais UCh, principalmente UChB, organizados em aglomerados de células oriundas das
camadas tecais de foliculos que se tornaram atrésicos, contribuindo com os niveis
hormonais de estradiol e testosterona na corrente sanguinea.

As reagdes metacromdticas foram relevantes nos foliculos secundérios e antrais dos
animais UCh. O desenvolvimento folicular, com posterior formacao da cavidade antral, é
processo dependente de moléculas com capacidade em reter dgua, envolvidas com a
foliculogénese e fertilizacao [40,41]. Vérios tipos de proteoglicanos sdo sintetizados pelas
células da granulosa em resposta a certos tipos de hormonios e fatores paracrinos [42]. O
corante empregado (azul de toluidina + borato de sédio pH=8,0) reagiu somente com
polissacarideos dcidos ndo sulfatados (até pH=4,0) presentes no fluido folicular das ratas
UCh. Considerando-se que, de forma geral, no ovdrio, grande parte dos proteoglicanos sao
sulfatados [43], seu metabolismo pode ter sido afetado. As interacdes entre proteoglicanos e
acido hialurdnico sdo essenciais para estabilidade e formacdo da matriz extracelular do

liquido folicular [44]. As reacdes com P.A.S foram ressaltadas com maior intensidade na
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zona peldcida e foliculos em crescimento dos animais controles. Pode-se inferir maior
afinidade por polissacarideo neutro presente nestes sitios, o que mostrou ser mais discreto
nos animais consumidores de etanol.

A reagdo com fosfatase dcida foi intensa nos foliculos antrais e algumas regides dos
foliculos secundarios das ratas UChA e mais intensa ainda nos foliculos antrais das ratas
UChB, fazendo alusdo ao processo de degeneracdo por atresia. A atividade da fosfatase
dcida aumentou com o desenvolvimento folicular, evidenciando reacdes moderadas na
camada granulosa e fortes reacdes na teca interna em ratas Wistar [45]. As fosfatases dcida
e alcalina sdo essenciais na regulacdo de sintese, transporte e atividade degenerativa das
células [46,47]. Sua atividade e localizacdo diferem quanto aos componentes foliculares
[48,47]. A atividade da fosfatase dcida tem origem das atividades lisossomais durante o
desenvolvimento e maturacdo folicular [48,47]. A fosfatase alcalina foi mais intensa na teca
interna de foliculos secundérios dos grupos UCh, sendo forte nos foliculos antrais do grupo
UChA e fraco nos UChB. Sangha et al. [45] verificaram fortes reacdes com fosfatase
alcalina, exclusivamente nas camadas tecais, de foliculos preantrais. Essa atividade,
geralmente em zonas de vascularizacdo tecidual, € indicativa de transporte de nutrientes e
secrecoes através da membrana [49]. Em geral, os corpos liteos hemorrigicos e em
regressdo apresentaram vacuolo citoplasmdtico com material caracteristico de células e
organelas em estdgio degenerativo nos animais UCh. A fosfatase 4cida reagiu intensamente
nesses corpos ludteos, principalmente nos ovarios das ratas UChA. Sangha et al. [45]
observando corpos ldteos de ratas Wistar, encontraram pouca resposta a fosfatase dcida nos
hemorrdgicos em comparacdo aqueles em regressdo, provenientes de ciclos anteriores.

Sawyer et al. [50] e Armstrong et al. [51] relacionam o aumento na intensidade de fosfatase
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acida no corpo Iliteo com o mecanismo de producdo e secrecdo de esterdides.
Contrariamente, sugere-se, devido presenca de infiltrado leucocitirio e atividade
macrofdgica, qualquer atividade degenerativa. Eosinéfilos e neutréfilos sdo recrutados
durante a ovulacdo, periodo de inflamacdo fisiologica [52] e parecem fazer parte da
lutedlise no processo de regressdo litea [53] e apds tratamento com PGF2a [54]. Os corpos
liteos hemorragicos dos animais UChB apresentaram reacdo mais intensa a fosfatase
alcalina em relacdo aos grupos UChA e controle, destacando ampla vascularizagdo.
Encontrou-se na medula ovariana dos animais UChA, grande quantidade de mastdcitos, em
relagc@o aos outros grupos, sugerindo resposta mediada indireta dos efeitos toxicos do etanol
nesta regido. Em espécies com ciclo estral curto (ratas, hamster), mastocitos sao
encontrados somente na medula ovariana [55], diferentemente de espécies com ciclo estral
longo [56]. No ovdério, as alteracdes morfofisioldgicas, oriundas de desequilibrio funcional
induzido, podem ocorrer mediante efeito direto, pela interagdo do indutor com receptores
hormonais ou sinais de transducdo de numerosos processos reguladores, como na sintese de
esterdides, fatores de crescimento, mensageiros quimicos ovarianos, entre outros; ou de
forma indireta através do eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano e na sintese ou liberacao
de fatores relacionados ao desenvolvimento ovariano por outros 6rgaos comprometidos.

As células da granulosa de foliculos ovarianos das ratas UCh apresentaram
alteracdes mitocondriais, vactolos com diferentes tamanhos e nicleos em degeneracdo
celular, corroborado com as observagdes em microscopia de luz. Os vacuolos encontrados
no citoplasma de células da granulosa integras no grupo UChB, sugerem residuos
fagocitados de células vizinhas que entraram em degeneracdo, 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 vesiculas lipidicas de tamanho variado, podendo inferir um
metabolismo alterado pelo dlcool interferindo com a sintese dos hormonios esterdides.
Martinez et al. [20,60] evidenciaram aumento do tamanho e nimero das gotas lipidicas nas
células epiteliais da tuba uterina e ttero de ratas submetidas ao alcoolismo cronico. Ratas
tratadas com aguardente-de-cana, durante 90 dias, apresentaram gotas lipidicas e vactolos
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 figado devido ao
bloqueio da via da B-oxidacdo dos &4cidos-graxos. O edema mitocondrial presente na
maioria das células da granulosa do grupo UChA pode estar associado a ruptura da
membrana externa mitocondrial devido mudangas em seu potencial hidroeletrolitico,
levando a exposicdo de fatores como o citocromo C, desencadeador da cascata apoptética
[64]. Os animais UChA também exibiram mitocOndrias gigantes no citoplasma da
granulosa de foliculos em crescimento. Em pacientes com diagnéstico de patologia hepética
causado pelo consumo de etanol, 93% apresentaram bidpsias com presenca de mitocdndrias
gigantes. Algumas mitocondrias foram observadas sozinhas, e geralmente, associadas a
lipidios [65].

Os foliculos primordiais apresentaram-se em menor numero nos ovdrios das
linhagens UCh. Essa reducdo pode ser devida ao efeito toxico direto do etanol, sendo o
desenvolvimento folicular inicial independente de acdes hormonais. Srivastava et al. [66]
avaliaram os efeitos do etanol a 5% administrado durante 15 dias sobre a fun¢do ovariana
de ratas pré-piberes e ndo encontraram diferenca no desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. Os ovdrios dos animais UChB apresentaram maiores freqiiéncias de foliculos em

atresia, sendo em maioria do tipo antral como mencionado através da andlise morfoldgica.
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Em ciclos regulares, foliculos atrésicos sao comuns na fase de metaestro e diestro [67]. Os
foliculos pré-antrais presentes no grupo UChB foram numerosos em virtude do seu estigio
posterior encontrar-se em degeneracdo. Ratas ingerindo dlcool a 5%, durante 60 dias,
apresentaram ovarios com poucos foliculos imaturos, auséncia de corpos liteos
hemorragicos e de ciclos anteriores, caracterizando a anovulag¢do [25]. Anormalidades na
morfologia do ovdcito e prejuizos na ovulagdo foram observados em camundongos pré-
puberes expostos a pequenas doses de etanol, durante longo periodo de tratamento [68]. Em
contraste, a auséncia de corpos liteos foi verificada em mulheres alcodlicas [69]. Conclui-
se que ha irregularidades do ciclo estral nas linhagens UCh e, conseqiientemente, alteracdes

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

Tabela 1. Médias e desvios-padrdo do peso corpéreo dos animais no inicio e final do

experimento (g), segundo os grupos € 0 momento de avaliagdo.

Grupos experimentais Momento de Avaliacdo
(N=006) Peso Inicial Peso Final
UChA 223,3+11,2a'A” 243,3+17,2a B
UChB 215,049,5a A 264,2+227a B
Controle 231,7+15,4a A 254,2+16,9a B

1 Duas médias seguidas de uma mesma letra mindscula ndo diferem quanto aos grupos, fixado o momento
(p>0,05).
2 Duas médias seguidas de uma mesma letra maitscula ndo diferem quanto aos momentos de avaliagdo

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

30
25 A
20
15 -

10 -

indice de ganho de peso corpéreo (%)

UChA UChB Controle

Figura 1. Indice de ganho de peso corpéreo em relagio ao inicio do

tratamento nos animais UCh e controle (Médiaterro-padrdo).
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Tabela 2. Médias e desvios-padrdao das varidveis: peso dos ovdrios (g), peso do conjunto
dos 6rgdos reprodutivos (utero, tubas uterinas e ovarios) em (g), peso relativo

dos ovdérios e do conjunto dos oOrgdos reprodutivos (g/100g peso corporeo);

(N=06).
Grupos
Variaveis
UChA UChB Controle
Peso dos ovarios 0,086+0,004" 0,085+0,006" 0,098+0,015*
Peso relativo dos ovarios O,O36iO,OOZalb 0,032+0,004* 0,03910,005b
Peso do conjunto 0,68+0,08" 0,75+0,14% 0,79+0,05%
Peso relativo do conjunto 0,28+0,02° 0,29+0,07° 0,31+0,04°

3® Jetras 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-padrdo referente ao periodo de duragdo de cada ciclo estral (dias),

mediana, valor minimo e maximo do tempo de permanéncia em estro por ciclo (%).

Grupos experimentais
~ . N . 2
Duracao de cada ciclo  Tempo de permanéncia em estro/ciclo

(N=07)
UChA 8,93+1,34° 40,00(33,33;53,33)"
UChB 9,29+1,22° 43,33(36,67;50,00)"
Controle 5,33+0,68" 23,33(20,00;30,00)"

® Jetras diferentes diferem estatisticamente 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 concentracdo plasmdtica dos hormdnios FSH
(ng/ml), LH (ng/ml), progesterona (ng/ml), B-estradiol (pg/ml) referente aos

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

Grupos
Variaveis
UChA UChB Controle
FSH (ng/ml) 6,5+3,85% 3,90+2,85% 5,25+2.85%
LH (ng/ml) 0,40+0,85* 0,20+1,15° 0,70+4,50°
Progesterona (ng/ml) 19,34+13,28" 30,25+12,97° 22,16+12,79%
B-estradiol (pg/ml) 47,66+37,90* 44.73+39,29% 43,57+19,22%

* Medianas precedidas de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,05).
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Tabela 5. Mediana e valores minimo e maximo das freqiiéncias de foliculos e corpos liteos

nos ovarios dos grupos UChA, UChB e controle.

Grupos

Variaveis UChA

UChB Controle

7,5 (4,0 - 19,0)*
15,0 (9,0 - 36,0)*
68,5 (51,0 - 107,0)"
25,5 (16,0 — 33,0)"
31,0 (10,0 - 38,0)*
0,5 (0,0 - 2,0)*
21,5 (19,0 - 32,0)"
51,5 (40,0 — 65,0)"
58,0 (48,0 — 61,0)°

Foliculo primordial
Foliculo primario
Foliculo crescimento
Foliculo preantral
Foliculo antral
Foliculo maduro
Foliculo atrésico

CL hemorragico

CL regressao

37,5 (21,0 - 72,0)°
29,0 (9,0 — 47,0)*
82,5 (34,0 — 104,0)*
50,0 (35,0 — 55,0)°
26,5 (5,0 — 37,0)*
3,0 (1,0 — 6,0)*
49,5 (24,0 — 63,0)°
53,5 (36,0 — 74,0)°
66,5 (44,0 — 87,0)°

140,5 (93,0 — 273,0)°
32,0 (25,0 - 54,0)*
63,0 (21,0 - 111,0)*
34,5 (13,0 — 48,0)"
36,0 (10,0 — 53,0)*

1,5 (0,0 — 14,0)*

23,0 (10,0 — 30,0)"
45,0 (36,0 - 51,0)"
52,5 (26,0 — 68,0)°

4. ¢ Jotras diferentes diferem estatisticamente entre si; p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis complementado com

teste de comparagdes multiplas entre pares de grupos.

CL: corpo luteo.
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Figura 2. Organizacdo e cortex ovariano dos animais dos grupos UChA, UChB e controle

A)

B)

O

D)

E)

F)

G)

H)

D)

na fase de estro.

Ovirio dos animais do grupo UChA. CL: corpo lditeo; FA: foliculo antral; M:
medula ovariana. HE. Bar=500pum.

Ovirio dos animais do grupo UChB. CL: corpo luteo; FA: foliculo antral. HE.
Bar=500pum.

Ovirio dos animais do grupo controle. CL: corpo liteo; FA: foliculo antral; M:
medula ovariana. HE. Bar=500pum.

Epitélio de revestimento do tipo pseudoestratificado no grupo UChA. Sao
evidenciados nucleos em diferentes posicdes (seta) e citoplasma na por¢do
supranuclear da célula. HE. Bar=20pum.

Corpo albicans (CA) e regides de tinica albuginea (TA) nos animais UChB. CL:
corpo liteo. Tricromico de Masson. Bar=50pum.

Epitélio de revestimento tipo cubico simples do grupo controle. Sdo evidenciados
ndcleos esféricos e polimoérficos centrais (seta) e citoplasma reduzido. HE.
Bar=20um.

Tunica albuginea do grupo UChA (seta). CL: corpo luteo; FA: foliculo antral.
Tricromico de Masson. Bar=50pum.

Fibras coldgenas ao redor do corpo liteo (*) do grupo UChB. CL: corpo liteo; FPA:
foliculo preantral. Tricrdmico de Masson. Bar=50pum.

Tunica albuginea no grupo controle (seta). FA: foliculo antral. Tricromico de

Masson. Bar=50pm.



50



51

Figura 3. Micrografia dos foliculos nos grupos UChA, UChB e controle.

A) Atresia folicular na camada granulosa do grupo UChA (seta). CG: camada
granulosa; A: antro; O: ovécito. HE. Bar=20um.

B) Atresia folicular na camada granulosa e no antro de foliculo secundério do grupo
UChB (seta). HE. Bar=20um.

C) Atresia folicular avancada no grupo UChB. Sao destacados niucleos fragmentados
no antro (seta). A: antro. HE. Bar=20pm.

D) Células com citoplasma hipertrofiado deslocadas na cavidade antral (seta) do grupo
UChB. CG: camada granulosa; A: antro. HE. Bar=50um.

E) Nicleo fragmentado (seta) e ntcleos picnéticos (cabeca de seta) no foliculo do
grupo UChB. A: antro; CG: camada granulosa. Feulgen. Bar=10pum.

F) Foliculo preantral com inumeras figuras mitéticas (seta) no grupo UChA. CG:
camada granulosa; O: ovécito. HE. Bar=20pum.

G) Foliculo preantral com raras mitoses no grupo controle (seta). CG: camada
granulosa; A: antro; O: ovécito. HE. Bar=20um.

H) Foliculo preantral com figuras mitéticas no grupo UChB (seta). CG: camada

granulosa; O: ovdcito. HE. Bar=20um.
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Figura 4. Micrografia dos foliculos nos animais UChA, UChB e controle.

A) Metacromasia em foliculo secunddrio do grupo UChA (seta). CG: camada
granulosa; O: ovdcito. Azul de toluidina. Bar=20um.

B) Intensa metacromasia nos foliculos de crescimento do grupo UChB (seta). CG:
camada granulosa; O: ovdcito. Azul de toluidina, pH=4,0. Bar=20um.

C) Pouca metacromasia em foliculo secundério do grupo controle (seta). CG: camada
granulosa; O: ovdcito. Azul de toluidina. Bar=20um.

D) Reacdes metacromdticas em foliculos primdrio, secundario e preantral no grupo
UChB (seta). Azul de toluidina. Bar=50pum.

E) Auséncia de metacromasia em foliculos antrais nos animais controles. Azul de
toluidina. Bar=50pum.

F) Reacdes PAS positivas no antro de foliculos do grupo UChA (seta). PAS.
Bar=20pum.

G) Reacdes PAS positivas no antro de foliculos do grupo UChB (seta). PAS.
Bar=20um.

H) Intensa reacdo PAS positiva no antro (seta) e zona pelucida (cabeca de seta) dos

animais controles. PAS. Bar=20um.
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Figura 5. Fotomicrografia dos foliculos e corpos liteos dos animais UChA, UChB e

controle.

A) Reacdo com PAS na zona pelicida de foliculos no grupo UChA (seta). CG: camada
granulosa; A: antro; O: ovécito; CO: cumulus oophorus. PAS. Bar=20um.

B) Reacdao com PAS na zona pelucida de foliculos no grupo controle (seta). CG:
camada granulosa; A: antro; O: ovdcito. PAS. Bar=50pum.

C) Reacdo com fosfatase dcida no corpo liteo (cabeca de seta) e camada granulosa
(seta) do grupo UChA. A: antro folicular. Fosfatase Acida. Bar=20pm.

D) Destaque para reagdo com fosfatase acida na camada granulosa (seta) de foliculo
antral do grupo UChB. A: antro. Fosfatase Acida. Bar=20um.

E) Auséncia de reacdo a fosfatase dcida na camada granulosa (seta) de foliculo do
grupo controle. A: antro. Fosfatase Acida. Bar=20um.

F) Reacdes com fosfatase 4acida esparsas na camada granulosa de foliculo em
crescimento (seta) e grumos associados no corpo liteo dos animais UChA (cabeca
de seta). Fosfatase Acida. Bar=50pm.

G) Intensa reagdo a fosfatase dcida em foliculo antral dos animais UChB (seta). A:
antro; CL: corpo liiteo. Fosfatase Acida. Bar=50pm.

H) Reacdes isoladas com fosfatase dcida no corpo liteo (cabeca de seta) e na periferia
da camada granulosa (seta) de foliculo em crescimento do grupo UChB. Fosfatase

Acida. Bar=50um.
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Figura 6. Fotomicrografia dos foliculos e regido medular dos grupos UChA, UChB e

controle.

A) Reacdo com fosfatase alcalina na teca interna de foliculo de crescimento (cabega de
seta) e antral (seta) no grupo UChA. A: antro; CL: corpo liteo. Fosfatase Alcalina.
Bar=50pum.

B) Reacdo intensa com fosfatase alcalina em foliculos de crescimento (seta) no grupo
UChB. CL: corpo liteo. Fosfatase Alcalina. Bar=50pum.

C) Baixa intensidade de reacdo a fosfatase alcalina em foliculos de crescimento (seta)
no grupo controle. A: antro. Fosfatase Alcalina. Bar=50pum.

D) Foliculos de crescimento do grupo UChB, evidenciando forte reagdo a fosfatase
alcalina (seta). CG: camada granulosa. Fosfatase Alcalina. Bar=20pum.

E) Foliculo preantral com teca interna pouco marcada pela reacdo a fosfatase alcalina
no grupo controle (seta). CG: camada granulosa; A: antro; O: ovdcito. Fosfatase
Alcalina. Bar=20pum.

F) Medula ovariana fibrocelular dos animais controles (*). TGI: tecido glandular
intersticial; VS: vaso sanguineo. Tricromico de Masson. Bar=50um.

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

(TGI) das ratas UChB. VS: vaso sanguineo. Tricromico de Masson. Bar=50pum.
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Figura 7. Fotomicrografia do estroma e medula ovariana dos animais UChA, UChB e

controle.

A) Reacdes PAS positiva na porcdo secretora das glandulas intersticiais do estroma
ovariano no grupo UChA (seta). CG: camada granulosa; V.S: vaso sanguineo. PAS.
Bar=50pum.

B) Reacdo acentuada com PAS na porcdo secretora glandular do grupo UChB (seta).
Sao destacados o nucleo esférico e o citoplasma vacuolizado (*). PAS. Bar=20um.

C) Reacdes com PAS pouco intensa nas glandulas do grupo controle (seta). FS:
foliculo secundério. PAS. Bar=20pm.

D) Metacromasia em mastdcitos presentes na medula do ovério (seta) do grupo UChA.
Destaque para a reacdo metacromdtica nos granulos em extrusdao. Azul de
Toluidina. Bar=20um e 10um, respectivamente.

E) Atividade mastocitdria na regidao medular do ovério das ratas UChA (seta). AR:
artérias. Giemsa. Bar=20pum.

F) Vascularizacio da medula estromal no grupo UChA. Fosfatase Alcalina.
Bar=50pum.

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

A) Intensa reacdo com fosfatase dcida no corpo liteo do grupo UChA, com formacgao
de grumos associados (cabeca de seta). Fosfatase Acida. Bar=20pum.

B) Moderada reacdo com fosfatase dcida no corpo luteo do grupo UChB, com destaque
para alguns sitios de reacdes (cabeca de seta). Fosfatase Acida. Bar=20pm.

C) Pouca reacdo com fosfatase dcida no corpo liteo do grupo controle (cabeca de seta).
Fosfatase Acida. Bar=20pum.

D) Reacdo com fosfatase alcalina (seta) mostrando vascularizacdo no corpo liateo das
ratas UChA. Fosfatase Alcalina. Bar=20um.

E) Elevada reacdo com fosfatase alcalina (seta) no corpo liteo dos animais UChB.
Fosfatase Alcalina. Bar=20pum.

F) Pouca reagdo com fosfatase alcalina (seta) no corpo liteo dos animais controles.
Fosfatase Alcalina. Bar=20um.

G) Infiltrado macrofigico (seta) presente entre as células luteinicas (cabecga de seta) nos
animais UChA. Note o nicleo excéntrico e o citoplasma eosinofilico. VS: vaso
sanguineo. HE. Bar=20pm.

H) Alguns macréfagos (seta) presentes no tecido liteo das ratas UChB. Note alguns
vacuolos autofdgicos no citoplasma. VS: vaso sanguineo. L: leucdcitos. HE.
Bar=20um.

I) Poucos macrofagos (seta) dispersos no corpo liteo das ratas controles. VS: vaso

sanguineo. L: leucécitos. HE. Bar=20um.
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Figura 9. Eletromicrografia dos foliculos de crescimento dos animais UCh e controle.

A)

B)

©

D)

E)

F)

G)

H)

D)

Células da granulosa de foliculos do grupo UChA com mitocondrias edemaciadas
(seta) no citoplasma. N: nicleo; RER: reticulo endoplasmético rugoso. MET.
Bar=0,43pum.

Célula da granulosa do grupo UChB com presencga de vacuolos (seta) dispersos no
citoplasma. M: mitocondria; N: nicleo; REL: reticulo endoplasmatico liso. MET.
Bar=0,43um.

Nucleos com condensagdo da cromatina e citoplasma escasso nas células da
granulosa dos animais UChB. GL: gota lipidica; Fc: fibras coldgenas. MET.
Bar=0,59um.

Células da granulosa do grupo controle, evidenciando nucleos integros (N) e
sistema reticular desenvolvido (*). M: mitocondria; CG: complexo de Golgi. MET.
Bar=0,75um.

Lamina basal (seta), marcando a zona de transi¢do entre a camada granulosa (CG) e
a teca interna (TI) nos animais UChA. N: nucleo; M: mitocondria. MET.
Bar=1,03um.

Lamina basal (seta) do grupo UChB. N: ndcleo; M: mitocondria. MET.
Bar=1,29um.

Lamina basal (seta) do grupo controle. N: nucleo; M: mitocondria. MET.
Bar=0,43pum.

Teca interna com citoplasma carregado de gotas lipidicas (GL) no grupo UChA. N:
nucleo; TE: teca externa. MET. Bar=0,51pm.

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

nucleo. MET. Bar=0,61pm.
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Figura 10. Eletromicrografia dos foliculos de crescimento dos animais UCh e controle.

A) Citoplasma de ovdcito dos animais UChA contendo pequenos granulos de secre¢do
(seta) com material mais e menos elétron-denso. M: mitocOndria; ZP: zona
pelucida; RER: reticulo endoplasmatico rugoso. MET. Bar=0,59um.

B) Citoplasma de ovdcito dos animais UChB contendo grandes granulos de secrecdo
(seta) com material heterogéneo. M: mitocondria; ZP: zona pelidcida; RER: reticulo
endoplasmatico rugoso; Mv: microvilos. MET. Bar=0,43um.

C) Citoplasma de ovdcito dos animais controles. M: mitocOndria; RER: reticulo
endoplasmatico rugoso. MET. Bar=0,59um.

D) Ovécito de foliculo em crescimento do grupo UChB com nicleo eucromatico (N) e
associacdo a corona radiata através da zona pelicida (seta). CG: célula da

granulosa; ZP: zona pelucida. MET. Bar=5,55um.



66




67

Figura 11. Eletromicrografia das células estromais e corpo liteo dos animais UCh e

A)

B)

©

D)

E)

F)

G)

H)

controle.

Célula da glandula intersticial com caracteristica secretora no grupo UChA. Note a
mitocondria gigante (seta) préximo ao nidcleo (N). GL: gota lipidica; Mc:
mitocondria com crista tubular. MET. Bar=0,75um.

Célula da glandula intersticial do grupo UChB exibindo nucleo irregular (N) com
grande vactiolo citoplasmatico sugerindo um fagolisossomo (seta). M: mitocOndria;
GL: gota lipidica. MET. Bar=0,75um.

Célula luteinica com condensagdo da cromatina nuclear (seta) e presenca de corpos
multilamelares (*) no grupo UChA. M: mitocondria; REL: reticulo endoplasmatico
liso. MET. Bar=0,59um.

Célula presente no corpo liteo dos animais UChA com citoplasma carregado de
vacuolos de tamanhos variados, contendo material pouco (seta) ou bastante elétron-
denso (cabeca de seta). N: nicleo. MET. Bar=0,75um.

Célula lutefnica do grupo UChA com nucleo regular (N) e vaciolos digestivos no
citoplasma (*). MET. Bar=0,24pum.

Célula luteinica do grupo UChB evidenciando nucleos com chanfraduras e
cromatina na periferia (seta). Note as mitocOndrias com crista tubular associadas a
gotas lipidicas (cabeca de seta). MET. Bar=0,75um.

Célula luteinica do grupo UChB com vacuolos citoplasmaticos de tamanho e
conteudo digestivo variados (seta). M: mitocondria; RER: reticulo endoplasmaético
rugoso; N: nicleo. MET. Bar=0,43pum.

Célula luteinica do grupo controle com caracteristica secretora, destacando o
complexo de Golgi organizado (*) e o transito de vesiculas (seta). N: nicleo; M:

mitocondria. MET. Bar=0,32um.
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CONCLUSOES FINAIS

Conclui-se que ha irregularidades do ciclo estral nas linhagens UCh e alteragdes
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 hipotalamico-

hipofisario-ovariano.
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