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RESUMO

Experiéncias traumaticas na infancia estdo associadas ao aumento do risco de abuso de
alcool e de outras drogas na adolescéncia e na vida adulta. Criangas e adolescentes
maltratados manifestam distarbios do sistema bioldgico de resposta ao estresse. A exposi¢do
cronica a fatores estressantes aumenta a atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal e,
concomitantemente, reduz a atividade do eixo hipotalamo-hipo6fise-gdnadas. Assim, sabe-se
que estresses sociais ¢ ambientais produzem efeitos deletérios na fungdo reprodutiva. No
entanto, a maior parte dos trabalhos relacionando os efeitos deletérios do estresse sobre as
fungdes reprodutoras masculinas esta direcionada para a investigacdo de hormdnios, raros sao
os relatos sobre os efeitos do estresse sobre o epididimo. Pouco é conhecido sobre a complexa
relacdo entre o estresse, 0 alcoolismo e as alteracdes dos genitais masculinos. Considerando as
linhagens de ratos UCh, o conhecimento da alteragdo do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo e
o estresse durante a selecdo das linhagens UCh, despertou-se interesse na investigacdo do
estresse neonatal sobre epididimo dessas variedades, ja que as alteracdes morfofisiologicos
sobre os sistemas genitais masculino e feminino foram confirmadas. Além do que, muitos dos
fatores observados no alcodlico podem ser frutos do estresse vivido precocemente, os quais
podem estar potencializados ou ndo no homem adulto. Dessa forma, o presente trabalho
propde investigar e avaliar se a separacdo maternal, aplicada em filhotes machos de ratos
UChA UChB, interfere com parametros reprodutivos no adulto. Métodos propostos: avaliagao
hormonal das concentra¢des plasmaticas de testosterona, LH, FSH, estradiol e corticosterona,

tempo de transito dos espermatozodides e analise da estrutura e morfométrica do epididimo.

Palavras-chaves: Alcool, Estresse, Separacao Materna, Epididimo, UCh



ABSTRACT

Traumatic experiences in childhood are associated with an increase of the risk of
alcohol and other drugs abuse in adolescence and adult life. Maltreated children and teenagers
manifest biological disturb related to the response to stress. Chronic exposure to stressful
factors increases the activity of the hypothalamic-hypophyseal-adrenal axis and also reduces
the activity of the hypothalamic-hypophyseal-gonadal axis. Thus, it is known that social and
environmental stressing factors produce impairing effects on reproductive functions.
However, most part of the studies related to the damaging effects of stress on male
reproductive functions are directed to hormone investigation, as reports of the effects of stress
on the epididymis are quite rare. Little is known about the complex association among stress,
alcoholism and male genital alterations. Considering the UCh rat lineage, the knowledge on
its hypothalamic-hypophyseal-testicular axis alterations and the stress during UCh lineage
selections, there was an interest in investigating the effects of neonatal stress on the
epididymis of this lineage, since morphophysiological alterations in both male and female
genital tracts have already been reported. Furthermore, many of the factors seen in alcoholism
may be a result of early stress, which can be potentialized or not in the adult man. Therefore,
the present work proposes to investigate and evaluate whether maternal separation interferes
on UChA and UChB male rats reproductive parameters in the adult life or not. Proposed
methods: plasmatic testosterone, LH, FSH, oestradiol and corticosterone levels evaluation,

sperm transit time and analysis of the structure and morphometry of the epididymis.

Keywords: Alcohol, Stress, Maternal Separation, Epididymis, UCh



I- INTRODUCAO

1. Consumo de alcool

O uso de bebidas alcodlicas € tdo antigo quanto a propria humanidade. Beber
moderada e esporadicamente faz parte dos habitos de diversas sociedades. Determinar o limite
entre o beber social, o uso abusivo ou nocivo de alcool ¢ o alcoolismo (Sindrome de
Dependéncia do Alcool) ¢ dificil, pois sdo ténues as diferencas, variam de pessoa para pessoa
e de cultura para cultura. Estima-se que cerca de 10% das mulheres e 20% dos homens facam
uso abusivo do alcool; 5% das mulheres ¢ 10% dos homens apresentam a Sindrome de
Dependéncia do Alcool ou alcoolismo. Sabe-se também que o 4lcool estd relacionado com
50% dos casos de morte em acidentes automobilisticos, 50% dos homicidios ¢ 25% dos
suicidios. Freqlientemente pessoas portadoras de outras doengas mentais (ansiedade, panico,
fobias, depressdo) apresentam também problemas relacionados ao uso de alcool (NETO,
2003). O consumo de bebidas alcodlicas, quando excessivo, pode provocar disfungdes como
violéncia, suicidio, causar dependéncia quimica e outros problemas de saide como cirrose,
pancreatite, deméncia, polineuropatia, miocardite, desnutrigao, hipertensao arterial, infarto e
certos tipos de canceres. O niumero de mortes e de incapacitados pelo consumo de alcool em
todo o mundo equivale a soma dos casos provocados pela pressao alta e pelo fumo.

Halsted (2004) considerou o alcool como sendo uma droga muito usada na nossa
sociedade e um alimento (7,1 kcal/g) presente, em aproximadamente 5 %, numa dieta
americana. Assim, o alcoolismo, pelas complicacdes sobrevindas no plano somatico e
psiquico, e pela profunda repercussdo no meio social, figura como um dos mais graves
problemas de saude publica no Brasil (FORTES & CARDO, 1991). Pesquisas demonstram
que o consumo excessivo de alcool compromete, principalmente, o sistema nervoso central
(CLAIR, 1991; SHRAM et al., 2004; EDENBERG et al., 2005; TRAN et al., 2005), podendo
afetar também o sistema genital (PALMER, 1989; MARTINEZ et al., 1993; NOVELLI, et
al., 1997; MARTINEZ et al., 1997, 2000; CAGNON et al., 2001; MARTINEZ et al., 2002).

2. Metabolizacao do alcool

O consumo cronico de alcool tanto no homem quanto no rato esta associado ao
aumento do reticulo endoplasmatico liso no figado, possivel local de oxidacdo do etanol
(GAYOTTO & ALVES, 2001). O alcool depois de absorvido pelo trato gastro-intestinal &

transportado através da circulacdo portal ao figado onde € oxidado. Apenas 2% a 10% da



quantidade absorvida ¢ eliminada pelos rins e pulmdes. No hepatocito, ha trés vias
metabdlicas com a capacidade de oxidar o etanol em aldeido acético: (1%) o sistema da enzima
alcool dehidrogenase (ADH) na matriz citoplasmatica, (2*) o sistema microssomal de
oxidacdo do etanol (MEOS) no reticulo endoplasmatico liso e o da (3%) catalase nos
peroxissomos (LIEBER, 1993).

Independente da via metabdlica, o etanol € convertido em aldeido acético e depois em
acetato. O acetato ¢ lancado na corrente sangiiinea, sendo rapidamente metabolizado nos
tecidos extra-hepaticos em dioxido de carbono e agua. A enzima aldeido desidrogenase
(ALDH) ¢ responsavel pela oxidagdo de aproximadamente 90% do aldeido acético formado
pelo metabolismo do etanol.

Na oxidacdo do etanol mediada pela ADH e a do aldeido acético mediada pela ALDH,
ha transferéncia de ions de hidrogénio do etanol para o co-fator nicotiamida adenina
dinucleotideo (NAD"), sendo convertido para sua forma reduzida NADH+H'. Nesses
processos, ha excesso de NADH+H' na matriz citoplasmatica do hepatdcito, alterando-se a
homeostase celular. A manifestagdo mais freqlientemente relatada no uso excessivo do alcool
¢ o figado gorduroso. A lipogénese aumentada pode ser considerada como uma forma das
células desfazerem-se do excesso de ions hidrogénio. A atividade do ciclo do acido citrico
fica deprimida, pois as mitocondrias utilizam os equivalentes de hidrogénio, originados no
metabolismo do etanol, como fonte de energia, em detrimento dos derivados do metabolismo
dos acidos graxos. A diminui¢cdo da oxidag¢do dos acidos graxos resulta no acumulo hepatico

de lipidio (LIEBER & De CARLI, 1991).

3. Efeitos do alcool sobre sistema genital masculino

Sabe-se que o etanol influéncia a fungdo reprodutiva em ratos adultos e que os efeitos
deletérios manifestam-se por atrofia testicular, danos celulares no epitélio germinativo,
redugdo da massa prostatica e da vesicula seminal, do peso do epididimo e diminui¢do da
motilidade espermatica (ANDERSON et al., 1983). Além disso, o alcoolismo cronico tem
sido associado com a impoténcia, diminui¢ao da libido, ejaculagdo prematura, esterilidade e

ginecomastia (BOYDEN & PAMENTER, 1983).

4. Historico e Conceitos do Estresse
No século 19, Claude Bernard (1878) foi pioneiro em descrever a necessidade dos

organismos em manterem o equilibrio entre o meio interno e o externo. Sugeriu que o milieu



intérieur dependeria de um grupo de mecanismos compensatorios. Cingiienta anos mais tarde,
Walter Cannon (1929) introduziu o conceito de homeostasis para descrever a dinamica e a
interatividade natural dos mecanismos na estabilidade do ambiente interno (CANNON, 1929;
1939). Cannon relatou o sistema nervoso autdbnomo (SNA) como orquestrador de respostas
quando o organismo € repentinamente alterado. Segundo Cannon, o SNA e a glandula supra-
adrenal funcionariam como unidade em resposta rapida do organismo frente a ameaga a
homeostasia. Cannon voltou a atengdo para o sistema nervoso simpatico (SNS) como sistema
homeostatico essencial que serve para restaurar a homeostase por algum efetor e promover a
sobrevivéncia do organismo. Na reagdo de luta ou fuga, onde animais sdo expostos a situagoes
ou fatores ameagadores de sua homeostase, Cannon considerou a ativacdo de fatores
endocrinos, envolvendo o eixo do sistema-simpatico-medular-adrenal (SSMA) (CANNON &
DE LA PAZ, 1911; CANNON, 1914; CANNON & LISSAK, 1914). Ainda de acordo com
Cannon, a rapida ativacao do sistema homeostatico, especialmente do SSMA em situagdes de
emergéncia, poderia preservar o ambiente interno através de ajustes compensatorios e
antecipatorios, aumentando a probabilidade de sobrevivéncia (GAUTHIER et al. 1972;). Em
1939, Cannon prop0s que a adrenalina ndo seria somente o principio ativo da glandula supra-
adrenal, mas também o neurotransmissor do SNS (CANNON & LISSAK, 1914). Entretanto,
em 1946, aproximadamente um ano apos a morte de Cannon, Von Euler identificou
corretamente a noradrenalina como o neurotransmissor do SNS (VON EULER, 1946;

GOLDSTEIN, 2003).

5. Estresse, Sindrome Geral de Adaptacio e Alostasia

A palavra estresse foi primeiramente usada por Hans Selye que, em 1936, publicou
sua teoria, onde prop0s que estresse € a resposta ndo especifica do organismo frente a agentes
ameacadores de sua integridade. Nessa sindrome do estresse, ocorreria a triade patoldgica,
representada pela hipertrofia da supra-adrenal, a ulceracdo gastro-intestinal e a involugdo do
timo. Selye introduziu e popularizou o termo “estresse” na literatura cientifica e médica,
embora, tivesse declarado, posteriormente, a interpretagdo erronea que fez do termo fisico
stress, que significa pressdo. Revelou que, se fosse possivel, mudaria o nome do fenomeno
para reagdo de esfor¢o. Entretanto, devido a popularizacao do termo stress, decidiu por nao
re-conceitud-lo. Assim, introduziu o termo estressor para designar o agente causador do
estresse, sendo qualquer estimulo reconhecido como aversivo ou perigoso para a integridade

do organismo, desencadeando a resposta de estresse (SELYE, 1946; 1956).



Selye voltou-se para o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) como efetor chave da
resposta ao estressor. Enfatizou o cortex da glandula adrenal como 6rgao responsavel pela
integracao fisiologica e desenvolvimento de patologias em praticamente todos os tecidos do
corpo (SELYE, 1946; 1956).

Mason (1975) relatou que nas respostas a diferentes estressores a atividade do eixo
HHA poderia variar, sugerindo que a presenca da triade patoldgica pode ndo indicar a
ocorréncia de estresse (MASON, 1971; 1975; MUNCK et al., 1984; GOLDSTEIN, 1995).
Também propds que emocdes como ansiedade e medo constituem a base para respostas
neuroenddcrinas a diferentes estressores. Posteriormente, Weiner (1991) defendeu a
especificidade da resposta ao estressor ao descrever estressores do meio fisico e social que
ameagam o organismo e induzem padrdes variados de resposta compensatéria. Chrousos &
Gold (1992) redefiniram estresse como o estado de desarmonia ou ameaga a homeostasia,
promovendo adaptacdo fisioldégica e comportamental, podendo ser especifica para
determinado estressor ou generalizada e inespecifica. Somente quando a ameaga a
homeostasia excede o limiar, ocorre a sindrome nao especifica do estresse.

Selye também introduziu o termo “Sindrome Geral de Adaptacdo” (SGA), que se
desenvolve em trés estagios sucessivos: reacdo de alarme, fase de resisténcia e de exaustdo.
O primeiro estdgio representa a resposta inicial do organismo frente a qualquer ameaga.
Mediante essa situagdo, mecanismos organicos de defesa sdo acionados, como ativacdo do
SNS e da medula da glandula supra-adrenal e o eixo HHA. Essa fase se caracteriza por
aumento das capacidades organicas em responder ao estressor, com resposta fisiologica dos
orgdos e sistemas a elevacdo da concentragdo plasmadtica das catecolaminas e dos
glicocorticdides. Em seguida, mantido o estimulo, ocorreria a fase de resisténcia,
caracterizada pela ativacdo de mecanismos adaptativos. Caso a adaptacdo ndo seja possivel,
instala-se a fase de exaustdo, caracterizada pela deple¢do das reservas energéticas e o
desenvolvimento de patologias, podendo sobrevir at¢ a morte (SELYE, 1936; 1946;
MEERSON, 1984; GRIFFIN, 1989; VAN DER KAR et al., 1991; FRANKS, 1994).

Goldstein (2003) propds que alteracdes no SNS nao estdo relacionadas apenas com
situagdes emergenciais. Os niveis fisiologicos de atividade desse sistema podem variar para
manter a homeostasia em situagdes rotineiras, dependendo da situagdo ou posicdo em que o
organismo se encontra. Atividades diarias como estado alimentar (PATEL ef al., 2002), falar
em publico (GERRA et al., 2001), mudanca de postura ¢ movimentos (LAKE et al., 1976)
também estdo associados com alteracdes no SNS. Com essas alteracdes, mantém-se fluxo

sanguineo adequado para o cérebro manter a temperatura corporal e a distribuicdo de



combustiveis metabolicos para os 6rgdos, resultando no restabelecimento da homeostasia. De
acordo com essa nova hipotese, cada atividade estaria relacionada com um diferente estado
normal, controlado pelo sistema nervoso central (SNC) e mantido por acdes coordenadas de
varios sistemas efetores. Esse principio levou ao conceito de alostasia, a estabilidade do meio
interno ¢ alcangada através da mudanca (STERLING & EYER, 1988).

A regulagdo ao redor de um estado aparente alterado ¢ a esséncia da alostasia
(GOLDSTEIN, 2003). A alostasia depende da ativagdo de processos de adaptacdo por
mediadores quimicos como catecolaminas, esterdides da glandula supra-adrenal e citocinas.
Quando ocorre superexposicdo a situagdes cronicas estressantes, as respostas fisiologicas sdo
iniciadas, resultando em resposta alostdtica. Ao conjunto de alteragdes necessarias para
manter a alostasia da-se o nome de carga alostatica (McEWEN,1998). Se a resposta alostatica
¢ suficiente, ocorre adaptacdo e o organismo ¢ protegido de danos. Porém, se a resposta
alostatica ¢ prolongada, inadequada ou se o estressor aumenta ou se multiplica, ou ainda se ha
falha de adaptagdo, o resultado ¢ a sobrecarga alostatica, ou seja, ma adaptacdo e danos a

varios orgaos (McEWEN & STELLAR, 1993).

6. Eixo hipotalamo-hipofise-testiculo-adrenal

Segundo Klassen & Persud (1978), a ingestdo cronica de etanol diminui
significativamente os niveis plasmaticos de testosterona, pois o 4lcool atuaria na conversdo de
testosterona a estrogeno através do processo de aromatiza¢do. A queda dos niveis plasmaticos
de testosterona pode resultar em impoténcia, infertilidade e reducdo dos caracteres sexuais
secundarios, ocorrendo em 75% dos homens com cirrose avancada O declinio da testosterona
também ¢ associado ao decréscimo na taxa de produgdo pelos testiculos e ao aumento da
quebra e remogao de testosterona da corrente sangiiinea. (EMANUELE & EMANUELE,
1998; LLOYD & WILLIAMS, 1948). O baixo peso testicular (atrofia testicular) relativo ao
peso do corpo ¢ uma indicagdo clara da influéncia toxica direta do alcool sobre os testiculos,
sobretudo nas células de Sertoli e Leydig, na alteracdo da produgao, secrecao ¢ atividade dos
niveis dos hormonios hipofisarios LH e o FSH, revelando a influéncia dos efeitos dos
produtos do metabolismo do alcool no eixo hipotalamo-hipofise-testiculo-adrenal (ADLER,
1992; EMANUELE & EMANUELE, 1998; TADIC et al., 2000, KLASSEN & PERSAUD,
1978; MARTINEZ, 2000).

Alguns autores sugerem que o acetaldeido, um dos produtos do metabolismo do
alcool, possa ser também um fator de contribui¢do para a supressdo de testosterona, pois

estudos revelaram que o acetaldéido foi mais potente que o alcool nesse efeito (BADR et al.,



1977; COBB et al., 1978). Acredita-se que a enzima que medeia a quebra de alcool a
acetaldeido use certas moléculas, isto €, co-fatores também requeridos por outras enzimas
envolvidas na producdo de testosterona (ELLINGBOE & VARANELLI, 1979; GORDON et
al., 1980).

Segundo Martinez et al. (2002), os varios estudos sobre as alteragdes morfologicas na
prostata, vesicula seminal, glandula de coagulagdo, epididimo, testiculo e ducto deferente,
decorrentes da ingestdo de etanol, sdo controversos. Essas contradi¢des sdo resultantes dos
diferentes protocolos experimentais empregados nos estudos que relacionam alcoolismo

cronico com alteragdes no complexo reprodutor masculino.

7. Estresse

O estresse ¢ um agente principal na patogénese de muitas psicopatologias e doengas
em geral. Embora, a resposta organica aos efeitos do estresse desencadeie diferentes
suscetibilidades, seu mecanismo de acdo através do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA)
¢ bem estudado. Os glicocorticdides, liberados pela ativagdo do eixo HHA ap6s uma situacao
estressante, constituem fator deletério para o organismo e, em especial, para a funcao
reprodutiva (NEWPORT et al., 2002).

A literatura especializada prové fortes evidéncias de que eventos estressantes, durante
o desenvolvimento precoce, contribuem significativamente para tornar o adulto vulneravel a
psicopatologias. Os cuidados paternos contribuem para produzir respostas adaptativas a
fatores estressantes, protegendo a crianca de posterior vulnerabilidade a doencas. Porém, a
privacao da presenca dos pais, especialmente materna, pode romper com essa protecdo, bem
como ser, por si sO, um fator estressante durante o inicio da vida (DE BELLIS et al., 1999;
NEWPORT et al., 2002).

Sdo de fundamental importancia estudos experimentais que consideram os efeitos de
impactos cronicos, ocorridos no ambiente pos-natal, sobre o neurocomportamento.
Constituem exemplos de uma abordagem interdisciplinar, considerando as interfaces entre as
ciéncias biologicas, sociais ¢ médicas (PRYCE & FELDON, 2003).

Modelos animais, embora com limitagdes, sao ferramentas importantes para a pesquisa
psiquiatrica por oferecer certas vantagens em relacdo as pesquisas com seres humanos.
Experimentos com roedores, que possuem periodo gestacional breve, facilitam o
acompanhamento do desenvolvimento, permitem manipulagdes especificas do ambiente e
medidas invasivas das atividades biologicas (NEWPORT et al., 2002). Estudos em animais

indicam que perturbagdes, durante periodo de cuidados maternos com a ninhada, produzem



impactos deletérios e persistentes no comportamento da prole. Fatores estressantes, incluindo
separacdo materna, produzem no animal comportamento caracteristico de ansiedade e de
desordem afetiva. Tal paradigma de estresse induz, uniformemente, hiper-responsividade
persistente no eixo HHA, a qual é secundaria a hipersecrecio do hormoénio liberador de
corticotrofinas (CRH). Segundo NEWPORT et al. (2002), esses resultados sdo notavelmente
similares aos observados nas doencas relacionadas ao estresse em seres humanos. Criangas
que sofreram estresse durante a infincia, devido a alteragdes no comportamento dos pais,
demonstram alteragdes permanentes no comportamento (TEICHER, 2000).

Nos mamiferos, a mae ¢ a fonte nutricional do infante, no entanto, a relagdo complexa
infante-mae vai além do suprimento das necessidades nutricionais. A mae prové estimulos
essenciais térmicos, somatossensorios, olfatorios, visuais e auditivos durante grande parte do
desenvolvimento pods-natal. O ambiente produz impactos, tanto em animais quanto no ser
humano, que influenciardo, neurobiologicamente e psicologicamente, a vida inteira (DE
BELLIS et al., 1999; TEICHER, 2000; PRYCE & FELDON, 2003).

Os efeitos cronicos da manipulacdo neonatal foram pioneiramente estudados por
Levine ha mais de 50 anos, desenvolvendo modelos de estimulagao neonatal para estudo dos
efeitos do estresse. Os primeiros estudos comparavam filhotes manipulados com filhotes sem
manipulacdo humana. Posteriormente, criticas foram feitas sobre a artificialidade de um grupo
de animais de laboratorio sem qualquer manipulacdo humana, bem como ao grupo estimulado
manualmente, através da manipulacdo neonatal (EH - early handling), cuja manipulacao tatil
ndo representaria um fator estressante, mas estimulador dos cuidados maternos, melhorando a
resposta do filhote ao estresse (PRYCE et al., 2001; NEWPORT et al., 2002; PRYCE &
FELDON, 2003).

A manipulagdo neonatal (EH — early handling) diminui a atividade do eixo HHA.
Estudos demonstraram respostas baixas do ACTH e de corticosterona apos subseqiientes
fatores estressantes. Manipulagdo neonatal também produz reducdo dos niveis circulantes
basais do hormonio adrenocorticotrofico (ACTH) e de corticosterona. Segundo Newport et al.
(2002), a manipulagdo neonatal constitui uma stbita variacdo ambiental que pode afetar a
ontogénese dos sistemas bioldgicos. No entanto, ndo pode ser diretamente aplicada para o
estudo do impacto do estresse referente aos cuidados maternos, visto que, a manipulacio
melhora a adaptabilidade do rato a subseqiientes estresses. Uma possivel explicagdo é que o
filhote nao considera a manipula¢ao tatil um estimulo nocivo, nem desconfortavel. Outra
observagao € o aumento dos cuidados maternos a prole, causando beneficios a adaptabilidade

do filhote.
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Outro modelo utilizado denomina-se privacdo materna (maternal deprivation - MD ou
early deprivation - ED). Nesse modelo, os filhotes sdo separados da mae em intervalos
superiores a uma hora, durante dias do desenvolvimento pés-natal, antes do desmame. Assim,
os filhotes ndo so ficam privados dos cuidados maternos durante o periodo, que pode ser de
até 24 horas, mas também sofrem pela alteragdo do comportamento materno aberrante, que
persiste apos a reunido mae-filhotes. A privacdo materna induz alteracdo na atividade do eixo
HHA, aumentando as concentragdes séricas de ACTH e de corticosterona. Sao observadas
diferentes alteragcdes neurobiologicas conforme diferentes modelos de separacdo materna,
contudo quando a privagdo ocorre durante o desenvolvimento do sistema nervoso central,
tornam-se duradouras (PRYCE et al., 2001; NEWPORT et al., 2002; PRYCE & FELDON,
2003; SCHMIDT et al., 2004).

O conhecimento atual das complexas inter-relagdes dos processos orgénicos
relacionados ao estresse, do controle dos sistemas nervoso e endocrino ¢ das fungoes
reprodutivas € rudimentar. No entanto, sabe-se que o estresse pode suprimir a atividade do
eixo reprodutivo, que os hormonios reprodutivos podem modular a atividade nervosa
controladora das respostas orgénicas ao estresse e que individuos com depressdo podem ter,
tanto as fungdes reprodutivas quanto a resposta ao estresse, alteradas (CAMERON, 2004).

Exposicdo cronica a fatores estressantes aumenta a atividade do eixo HHA e,
concomitantemente, reduz a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-gonada (HHG) (YOUNG
& KoRSZUN, 2002; RETANA-MARQUEZ et al. 2003). Nao ha duavidas, portanto, que
estresses sociais ¢ ambientais produzem efeitos deletérios na funcdo reprodutiva
(WINGFIELD & SAPOLSKY, 2003). No entanto, diferentes fatores estressantes produzem
diferentes efeitos reprodutivos, havendo respostas distintas a curto e longo prazo. Estresse de
curta durag@o, muitas vezes, ndo acarreta alteragdes reprodutivas e ha fatores considerados
“estressantes” que sdo estimulantes. Também, observa-se especificidade dos efeitos do
estresse na reproducdo, considerando diferentes espécies, bem como ao considerar diferencgas
sexuais nos niveis de funcionamento no eixo HHG (TILBROOK et al., 2000; MOTZER &
HERTIG, 2004).

O eixo HHA estd normalmente quiescente durante o periodo hiporresponsivo ao
estresse (SHRP), do 4° ao 14° dia pds-natal nos ratos. Nesse periodo, o rato neonato
demonstra, aparentemente, pouca ou nenhuma resposta adrenocortical a estimulos estressores,
que no adulto resultaria em aumento significativo das concentra¢des plasmaticas de ACTH e
corticosterona (SMITH et al., 1997, YOSHIMURA et al., 2003; SCHMIDT et al., 2003). No

entanto, a privagdo materna pode desinibir o eixo HHA, possibilitando ao rato neonato
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responder a fatores estressantes brandos. Essa experiéncia ambiental precoce (privagdo
materna) pode conduzir a alteragdes permanentes da resposta ao estresse e ser um fator
significativo de risco de psicopatologias na vida adulta (SMITH et al., 1997; LEVINE, 2001;
LEHMANN et al., 2002; SCHMIDT et al., 2004).

Mazaro (2003) demonstrou a importancia do ambiente neonatal para o
desenvolvimento posterior do sistema genital. Utilizando estimulagdo neonatal em ratos
machos, observou efeitos deletérios prolongados em pardmetros reprodutivos na puberdade,
como diminui¢do na quantidade de gametas no testiculo e epididimo. Também observou
diminuicdo na concentracdo plasmatica de LH, porém ndo nas concentracdes de FSH e de
testosterona.

Experiéncias traumaticas na infancia precoce estdo associadas ao aumento do risco de
abuso de alcool e substincias na adolescéncia ¢ na vida adulta. Criancas e adolescentes
maltratados manifestam distarbios do sistema bioldgico de resposta ao estresse, incluindo
influéncias deletérias no desenvolvimento cerebral. Esses distirbios podem ser a causa do
aumento do risco de abuso de alcool durante a adolescéncia e na vida adulta (DE BELLIS,
2002; ROMAN et al., 2004).

Utilizando modelo experimental de separacdo maternal em ratos, Roman et al. (2004)
verificaram que tal componente estressante ndo alterou o consumo voluntario de etanol em
fémeas. Contudo, dados na literatura especializada s3o controversos a respeito de alteragdes
do consumo voluntario de etanol em ratos machos, submetidos a separacao materna durante o
desenvolvimento poés-natal. Sugere-se haver diferencas sexuais nas conseqiiéncias
comportamentais da separa¢do materna, quando considerado o consumo voluntario de etanol

(PLOJ et al., 2003 ROMAN et al., 2004).

8. Estresse e Horménios

Segundo Rivier & Riviest (1991) uma das conseqiiéncias do estresse € a interrupgao
das fungdes reprodutivas nos mamiferos. O estresse ¢ acompanhado pelo aumento da
atividade do eixo HHA e pelo decréscimo na atividade do eixo HHG (SELYE, 1939). E
sugerido uma possivel regulacdo hormonal entre os eixos HHA e o HHG.

Os hormonios relacionados ao estresse, como por exemplo, o hormonio liberador de
corticotropina (CRH) e os corticoesterdides adrenais podem influenciar a fun¢do reprodutiva
em todos os trés niveis do eixo HHG (RIVIER & RIVIEST, 1991). VREEBURG &
DEGREEF (1984) relataram que altas concentracdes de CORT no soro de ratos aumentam a

sensibilidade dos efeitos da retroalimentagdo negativa da testosterona e inibem as fungoes
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testiculares. Neste experimento o alcool e a hiper-reatividade do eixo HHA a MS atuaram no
aumento dos niveis de CORT em relacdo aos niveis observados nos animais controles,
concordando com os dados atuais da literatura cientifica especializada.

Cicero (1981) ao avaliar os efeitos neuroendocrinologicos do alcool documentou que o
mesmo suprime a atividade do eixo HHG. Considera-se que o alcool exerce efeito no
hipotadlamo deprimindo a liberagdo do hormoénio liberador de LH (LHRH), resultando na
diminui¢do dos niveis plasmaticos de LH e de testosterona nos testiculos inibindo diretamente

a biossintese de testosterona (ADAMS & CICERO, 1991).

9. Epididimo

O epididimo constitui parte da via espermatica e representa um importante sitio de
maturagdo e armazenamento de espermatozodides. As fungdes do epitélio epididimario
incluem a absorgdo, a secrecdo, a sintese ¢ o metabolismo de algumas glicoproteinas, criando
assim um ambiente luminal apropriado para aquisicdo da habilidade de fertilizagdo e
motilidade dos espermatozoides (SERRE & ROBAIRE, 1998).

Segundo Robaire & Hermo (1988), o modelo histologico regional do epididimo
compreende: o segmento inicial e a cabeca ambos relacionados a absor¢do da fase fluida do
liquido seminifero; o corpo relacionado a habilitagdo da fertilizacdo (maturagdo) dos
espermatozodides; e a cauda com suas partes proximal e distal destinadas a estocagem dos
espermatozdides no ducto epididimario.

O epididimo possui epitélio pseudoestratificado com seis tipos celulares distintos:
células principais, basais, claras, halo, delgadas e apicais (Hamilton, 1975; Robaire & Hermo,
1988; Serre & Robaire, 1998). O tipo celular mais abundante ¢ a célula principal estando
envolvida em processos de absorgdo, secrecdo (NICANDER & MALMQVIST, 1977),
endocitose e transcitose (ROBAIRE & HERMO, 1988).

De acordo com Robaire & Hermo (1988), o epididimo dos mamiferos nao tem sido
estudado como um dos 6rgdos alvos para avaliagdo dos efeitos toxicos de diferentes drogas.
Na literatura cientifica especializada, observa-se poucos trabalhos relacionando os efeitos
toxicos do etanol sobre a morfofisiologia do epididimo.

Os espermatozoides testiculares ndo tém a habilidade para fertilizagdo. A maturacdo
espermatica, ou seja, a capacidade de fertilizagdo, ocorre através do transito dos
espermatozodides pelo epididimo (HERMO & ROBAIRE, 2002). A integridade estrutural e
funcional do epididimo depende da testosterona e de outros fatores reguladores secretados

pelo testiculo (ROBAIRE & VIGER, 1995; EZNER & ROBAIRE, 2002). Morfologicamente,
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o epididimo pode ser dividido em quatro regides anatdmicas distintas: o segmento inicial (IS),
a cabeca (CT), o corpo (CP) e a cauda (CD), e ao longo dessas diferentes regides o epitélio
epididimario estd constituido por cinco tipos de células: principal, clara, basal, halo e narrow
(Robaire e Hermo, 1998). A interacdo celular no epididimo ¢ necessaria para a formacgao de
uma barreira hemato-epididimaria especializada entre as células epiteliais principais. Essa
barreira cria microambiente Unico na luz do epididimo essencial a maturagdo espermatica
(CYR et al., 1995, 2003). Variac¢des na populagdo de células epiteliais, nos didmetros tubular
e luminal e na altura do epitélio sdo freqlientemente observadas nas diferentes regides do
epididimo. A medida que se observa o aumento progressivo dos didmetros do tibulo e da luz
da regido proximal em direcdo a regido distal, nota-se que a altura do epitélio possui

comportamento inverso (ROBAIRE & HERMO, 1998).

10. Etanol e Epididimo

O etanol pode suprimir as funcdes reprodutivas em humanos, primatas e em pequenos
roedores (KIM et al., 2003). O etanol promove a infertilidade masculina causando dano direto
no armazenamento dos espermatozoides no epididimo e na velocidade de progressdo dos
espermatozodides no sistema genital feminino (ANDERSON et al., 1983). O disturbio da
fertilidade relacionado a ingestdo do etanol promove baixa concentracdo espermdtica com
prejuizo na motilidade dos espermatozoides morfologicamente normais e aumento do nimero
de teratozoospermia (KUCHERIA et al., 1985; GOMATHI et al., 1993; VILLALTA et al.,
1997). Segundo Srikant et al. (1999) essas modificagdes sdo reflexos de alteragdes no meio
epididimario levando ao comprometimento da maturacdo dos espermatozdides. Além disso,
verifica-se que o etanol modifica o nivel de aminas biogénicas, especialmente no corpo e
cauda do epididimo (RONDINA et al., 1989).

Pereira et al. (2003) observaram no epididimo de ratos submetidos & ingestdo cronica
de alcool desorganizacao estrutural epitelial, destacando-se dilatagdes das cisternas do reticulo
endoplasmatico e do complexo de Golgi das células principais, aumento de gotas lipidicas nas
células principais e claras, indicando alteracdo do metabolismo lipidico intermediario frente a
ingestdo de etanol. Os efeitos da administragdo prolongada de etanol em ratos UCh produzem
significativas alteragdes morfofisiologicas no sistema genital masculino ¢ no eixo HHG
(MARTINEZ et al., 2000, 2002; RISSATO et al., 2003; CANDIDO et al., 2006). Martinez et
al. (2000) ao avaliarem a morfologia do epididimo de ratos das linhagens UChA, UChB
(bebedores voluntarios de etanol) em relagdo a Wistar (controle) observaram atrofia no

epitélio da cauda do epididimo devido a diminuicdo da 4rea citoplasmatica.
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11. Modelos experimentais

Desde a década de 40, pesquisadores tém investigado roedores com preferéncias ao
consumo de alcool. Esses estudos relatam que ratos e camundongos bebem mais alcool do que
agua em concentracdes baixas de alcool (até 6% v/v), pelo fato da solugdo de alcool
apresentar sabor doce. Em concentracdes elevadas de alcool, entretanto, em que o sabor da
solugdo, geralmente, ¢ aversivo aos roedores, observou-se diferengas entre individuos e entre
as linhagens na preferéncia pela ingestdo de alcool. Essas observacdes sugerem que os
animais preferem primeiramente o alcool pelo sabor que pelo seu efeito estimulador sobre o
sistema nervoso central. A variabilidade na preferéncia ao alcool entre os individuos e entre as
linhagens permitiu a selecdo de racas de ratos e camundongos para a predilecdo ao alcool,
gerando pares de animais que sdo caracterizados por consumir niveis baixos ou altos de 4lcool
(SPANAGEL, 2000).

Li et al. (1987) relataram a existéncia de pares de linhagens de ratos de consumo de
alcool. Os ratos UChA e UChB (UCh = Universidade do Chile), os de Helsink, iniciados por
Kalervo Eriksson e os de Lumeng & Li em Indiandpolis. As linhagens AA (Alko Alcohol) e
ANA (Alko Nonalcohol) de Helsink foram obtidas por cruzamentos alternados inbreeding
com outbreeding. As linhagens P (Alcohol Preferring - 5-8g/kg/day) e NP (Non-Alcohol-
Preferring - menos de 0,5g/kg/dia) de Lumeng & Li t€m sido obtidas por cruzamentos
outbreeding. Além dessas linhagens de ratos, existem ragas de camundongos, entre as de
consumo voluntario mais elevado ¢ a C57BL/6 e entre as de consumo baixo ¢ a BALB e DBA
(MCCLEARN & RODGERS, 1961). As variedades de ratos UChA e UChB constituem
modelos raros para estudos relacionados aos fatores genéticos, bioquimicos, fisioldgicos,
nutricionais e farmacoldgicos dos efeitos do alcool, tdo bem quanto o apetite e a tolerancia
que sao importantes fatores do alcoolismo humano.

No modelo UCh os animais t€ém demonstrado a presenga de mecanismos de apetite e
saciedade ao alcool com as respectivas redes neuronais envolvidas. Para que ocorra a
manifestagdo da doenca alcoolismo € necessario, além da predisposicao genética, que o
paciente tenha bebido alcool em grandes quantidades durante um longo periodo, o que faz da
linhagem UCh um adequado modelo experimental. Esses animais possuem uma predisposi¢ao
genética para ingerir voluntariamente pequenas quantidades de etanol a 10%, como o
observado em pessoas com o alelo da enzima ADH*2 (3,32) que geralmente ndo consomem
bebidas alcodlicas pela alta freqii€ncia de reagdes adversas. Ha, pelo menos, dois caminhos

importantes para o enfoque dos estudos sobre o alcoolismo humano: 1) a busca de marcadores
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genéticos que indiquem a predisposicao ao alcoolismo e 2) a busca de terapéuticas eficazes

para o tratamento do alcoolismo (Mardones, 1993).

12. Justificativa e objetivos

Experiéncias estressantes vividas precocemente refletem em fatores que podem
potencializar ou ndo o uso abusivo de dlcool na vida adulta. Baseado nessas observagdes o
objetivo desse trabalho foi avaliar se a separagdo materna potencializa os efeitos deletérios da
ingestao de etanol sob aspectos morfofuncionais do epididimo e sob os niveis plasmaticos dos

hormonios gonadotroficos, gonadais e da corticosterona em ratos UCh.
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Resumo: Experiéncias traumaticas na infancia estdo associadas ao aumento do risco de abuso
de alcool e de outras drogas na adolescéncia e na vida adulta. Criangas e adolescentes
maltratados manifestam distarbios do sistema biolégico de resposta ao estresse. A exposi¢cao
crOnica a fatores estressantes aumenta a atividade do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HHA)
e, concomitantemente, reduz a atividade do eixo hipotdlamo-hipofise-gonada (HHG).
Estresses sociais € ambientais produzem efeitos prejudiciais na funcdo reprodutiva. Pouco ¢
conhecido sobre as relacdes entre o estresse, o alcoolismo e o epididimo. Objetivo do trabalho
foi avaliar se a separacdo materna (MS) potencializa os efeitos da ingestdo de etanol sob
aspectos morfofuncionais do epididimo e sua regulacdo hormonal em ratos UCh. Foram
avaliados a morfometria do epididimo, o tempo de transito dos espermatozoéides (TTE) e as
concentracdes hormonais de LH, FSH, testosterona, estrogeno e corticosterona. H4 interacao
entre o etanol e a MS no epididimo e na sua regulacdo hormonal. Conclui-se que a MS
potencializa os efeitos da ingestdo de etanol na morfofisiologia do epididimo e no
desequilibrio das concentragdes plasmaticas de LH e corticosterona em ratos UCh.
Palavras-chave: rato, separagdo maternal, alcool, epididimo, UCh.

Introducao

O estresse social e o ambiental produzem efeitos prejudiciais na fun¢do reprodutiva
(Wingfield & Sapolsky, 2003). No entanto, fatores estressantes diferentes produzem efeitos
reprodutivos diversos, havendo respostas distintas a curto e em longo prazo. Sugere-se que
eventos estressantes podem permanentemente alterar o sistema de resposta neural (estresse
responsivo neural) e com isso aumentar a vulnerabilidade do individuo a desenvolver

psicopatologias e dependéncias as drogas, como por exemplo, o uso abusivo de alcool na vida
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adulta (Ploj et. al., 2003). Criangas e adolescentes maltratados manifestam distirbios do
sistema biologico de resposta ao estresse, incluindo prejuizo no desenvolvimento cerebral.
Esses distirbios podem ser a causa do aumento do risco do abuso de alcool (De Bellis, 2002;
Roman et al., 2004).

Exposi¢do cronica a fatores estressantes aumenta a atividade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HHA) e, concomitantemente, reduz a atividade do eixo hipotalamo-hipofise-
gonada (HHG) (Young & Korszun, 2002; Retana-Marquez et al. 2003). A especificidade dos
efeitos do estresse na reproducdo estd relacionada com as diferentes espécies e com as
diferencas sexuais em relagdo ao funcionamento do eixo HHG (Tilbrook et al., 2000; Motzer
& Hertig, 2004).

O eixo HHA esta normalmente quiescente durante o periodo hiporresponsivo ao
estresse (SHRP), do 4° ao 14° dia pos-natal, nos ratos. Nesse periodo, o rato neonato
demonstra, aparentemente, pouca ou nenhuma resposta adrenocortical a estimulos estressores,
o que no adulto resultaria em aumento significativo das concentra¢des plasmaticas de ACTH
e corticosterona (Smith et al., 1997; Yoshimura et al., 2003; Schmidt ef al., 2003). No
entanto, a privagdo materna pode estimular o eixo HHA, possibilitando ao rato neonato
responder a fatores estressantes brandos. Essa experiéncia ambiental precoce (privagao
materna) pode conduzir a alteragdes permanentes da resposta ao estresse e ser fator
significativo de risco de psicopatologias na vida adulta (Smith et al., 1997; Levine, 2001;
Lehmann et al., 2002; Schmidt ef al., 2004).

A Separacdo Materna (MS) como modelo experimental de estresse para estudar os
efeitos da relacdo materno-infante ¢ aceita. Filhotes sao separados da mae durante periodo
superior a uma hora individualmente ou em ninhadas no periodo neonatal. Essa auséncia da
mae priva os filhotes de cuidados maternos essenciais ao desenvolvimento. Segundo

Zimmerberg et al. (2003), esse modelo de estresse assemelha-se a negligéncia materna na
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infincia em humanos. A MS resulta na hiper-reatividade do eixo HHA no adulto (Newport et
al., 2002; Pryce & Feldon, 2003; Schmidt et al., 2004; Macri & Wiirbel, 2006).

Resposta ao estresse induzida por mudangas fisicas e emocionais altera as fungdes
reprodutivas em machos (Retana-Marquez et al., 1998; Rhees et al., 1999). No entanto, a
estrutura e a funcdo do epididimo frente a MS ndo foram descritas. Os espermatozoides
testiculares ndo tém a habilidade completa para fertilizacdo. A maturacdo espermatica, ou
seja, a capacidade de fertilizacdo, ocorre através do transito dos espermatozoéides pelo
epididimo (Hermo & Robaire, 2002). A integridade estrutural e funcional do epididimo
depende da testosterona e de outros fatores reguladores secretados pelo testiculo (Robaire &
Viger, 1995; Ezner & Robaire, 2002). Morfologicamente, o epididimo pode ser dividido em
quatro regides anatdmicas: segmento inicial (IS), cabega (CT), corpo (CP) e cauda (CD). Ao
longo dessas diferentes regides, o epitélio epididimario ¢ constituido de cinco tipos de células:
principal, clara, basal, halo ¢ narrow (Robaire & Hermo, 1998). A interagdo celular no
epididimo € necessaria para a formacdo da barreira hemato-epididimaria especializada entre
as células epiteliais principais. A barreira cria microambiente unico na luz do epididimo
essencial a maturagdo espermatica (Cyr et al., 1995, 2003). Variagdes na populagio de células
epiteliais, nos diametros tubular e luminal e na altura do epitélio sdo freqiientemente
observadas nas diferentes regides do epididimo. A medida que se observa o aumento
progressivo dos diametros do tibulo e da luz da regido proximal em direcdo a distal, nota-se o
inverso para a altura do epitélio (Robaire & Hermo, 1998).

As fungdes reprodutivas podem ser suprimidas pelo etanol em seres humanos,
primatas e roedores (Kim et al., 2003). O etanol atua como agente quimico nocivo podendo
promover a infertilidade masculina causando dano direto no armazenamento dos
espermatozodides no epididimo e na velocidade de progressao dos espermatozdides no sistema

genital feminino (Anderson et al., 1983). Pereira et al. (2003) observaram no epididimo de
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ratos submetidos a ingestdo cronica de alcool desorganizagdo estrutural epitelial, destacando-
se dilatagdes das cisternas do reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi das células
principais, aumento de gotas lipidicas nas células principais e claras, indicando alteragdo do
metabolismo lipidico intermediario frente a ingestdo de etanol. Os efeitos da administragdo
prolongada de etanol em ratos UCh produzem significativas alteragdes morfofisiologicas no
sistema genital masculino e no eixo HHG (Martinez et al., 2000, 2002; Rissato et al., 2003;
Candido et al., 2006). Martinez et al. (2000) ao avaliarem a morfologia do epididimo de ratos
das linhagens UChA e UChB (bebedores voluntarios de etanol) em relagdo a Wistar
(controle) observaram atrofia no epitélio da cauda do epididimo devido a diminuigdo da area
citoplasmatica.

As variedades UChA e UChB constituem modelos raros para estudos relacionados aos
fatores genéticos, bioquimicos, fisioldgicos, nutricionais e farmacoldgicos dos efeitos do
alcool, tdo bem quanto o apetite ¢ tolerdncia que sdo importantes fatores do alcoolismo
humano. Os ratos UChA e UChB foram selecionados da linhagem Wistar para o consumo de
etanol, permanecendo como modelo importante para estudo dos efeitos da ingestao cronica de
etanol (Mardones & Segovia-Riquelme, 1983; Mardones, 1993).

Experiéncias estressantes vividas precocemente refletem em fatores que podem
potencializar ou ndo o uso abusivo de alcool e de outras drogas na vida adulta. Baseado nessas
observagoes, o objetivo do trabalho foi avaliar se a separagdo materna potencializa os efeitos
prejudiciais da ingestdo de etanol sob aspectos morfofuncionais do epididimo e sob as
concentragdes plasmaticas dos hormonios gonadotroficos, gonadais e da corticosterona em

ratos UCh.

Material e métodos

Animais
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Foram utilizados doze casais de matrizes para cada linhagem. Os animais UChA e
UChB foram provenientes do Biotério do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP e os
Wistar foram fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica — CEMIB,
UNICAMP, Campinas-SP. Os animais foram mantidos em caixas de polietileno medindo

40x30x15cm, com fundos soélidos, forrados com substrato de maravalha, sob condigoes

controladas de luminosidade (12h de claro e 12h de escuro), temperatura (20 a 25°9C), sendo

fornecida agua filtrada e ragdo (Nuvital®) ad libitum.

Indugdo ao estresse por separacdo materna (Figura 1)

O dia do nascimento da ninhada foi estipulado como dia zero. As ninhadas foram
padronizadas com oito filhotes com o numero maior possivel de machos. Os filhotes dos
grupos experimentais foram separados da mae diariamente, durante o Periodo
Hiporresponsivo ao Estresse, ou seja, do 4° ao 14° dia de idade, sempre no mesmo horario.
Durante a separagdo materna, os filhotes foram individualizados durante quatro horas (240
min) em caixas com oito divisdes de 15cm de largura, 9cm de profundidade e 15cm de altura.
O biotério onde os filhotes permaneceram durante o periodo de separagdo materna foi
mantido isolado ao maximo de ruidos externos. As maos do investigador foram lavadas em
agua corrente, secas e esfregadas na maravalha de forro das caixas da ninhada para evitar que
cheiros estranhos chegassem aos filhotes, evitando rejei¢do da mae a prole. Posteriormente, os
filhotes foram devolvidos ao cuidado materno, retirando-se a mae de sua caixa antes de
retornar a prole. Os filhotes dos grupos controles ndo foram separados da mae, apenas

receberam os cuidados necessarios de manejo para criagdo de animais de laboratério.

Selecdo dos animais bebedores de etanol (Figura 1)
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O desmame foi realizado aos 21 dias de idade, onde os filhotes machos foram
agrupados em caixas contendo de dois a quatro animais, recebendo agua e ragdo ad libitum.
Aos 50 dias de idade, foi realizada a individualizacdo dos animais em caixas. Aos 65 dias de
idade os animais receberam além da garrafa de agua ad /ibitum, uma garrafa contendo solucao
de etanol a 10%, sendo que ambas foram alternadas periodicamente. Apos 15 dias de
avaliacdo da ingestdo de solug@o de etanol a 10%, ocorreu a selecdo e a padronizacdo das
linhagens UChA ¢ UChB (MARDONES & SEGOVIA-RIQUELME, 1983). Os animais que
apresentaram consumo médio menor que 2,0mL de etanol/100g de peso corpéreo/dia foram
selecionados para linhagem UChA. Os animais que apresentaram consumo médio maior ou
igual que 2,0mL de etanol/100g de peso corpdreo/dia foram selecionados para linhagem
UChB. Do fim do periodo da selecdo até a eutanasia (80 aos 120 dias de idade), o consumo de
etanol foi medido a cada 7 dias. Dessa forma, foram estabelecidos seis grupos de ratos
machos: UChA controle ¢ UChA MS, UChB controle ¢ UChB MS, Wistar controle e Wistar
MS. Os ratos das linhagens UChA e UChB permaneceram 55 dias consecutivos ingerindo
voluntariamente solugdo de etanol a 10%. Esse intervalo de tempo supera o periodo de

duragdo de um ciclo da espermatogénese no rato.

Microscopia de luz e andlise da morfometria

Sete animais foram anestesiados com éter etilico e perfundidos com solugdo fixadora
de Bouin através do ventriculo esquerdo do coragdo. Posteriormente, o epididimo esquerdo
foi dissecado, coletado e fixado em solucdo fixadora de Bouin por 24h, lavado em alcool
70%, desidratado, diafanizado, incluido em paraplastico ¢ cortado com quatro micrometros de
espessura. Foram obtidas colecdes de ladminas de cortes transversais corados com
hematoxilina-eosina (HE) utilizadas na analise histologica e morfométrica. Foram realizadas

medidas da altura do epitélio e dos didmetros do tibulo e da luz nas nos segmentos inicial,
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cabega, corpo ¢ cauda do epididimo. Para cada analise foram avaliadas duas laminas,
totalizando 16 seccdes transversais por animal. Para a altura do epitélio foram obtidas quatro
medidas de um mesmo tibulo. As varidveis descritas foram analisadas através do programa

de analise de imagens AxioVision (ZEISS) do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

Dosagens hormonais

Amostras de sangue de sete animais de cada grupo experimental foram coletadas
apos decapitagdo e as concentragdes plasmaticas dos hormonios luteinizante (LH), foliculo
estimulante (FSH), testosterona (T), estradiol (E) e corticosterona (CORT) foram analisadas
pelo método de radio-imuno-ensaio de duplo-anticorpo. O exame foi realizado junto ao
Laboratério de Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP. Os valores da

concentragdo plasmatica de LH, FSH, T e de CORT em ng/mL e de E em pc/mL.

Avaliagdo do tempo de transito dos espermatozoides no epididimo

Segundo a técnica descrita por ROBB et al. (1978), os epididimos direitos apos a
coleta foram divididos em CT+CP e CD, pesados e congelados. No momento da avaliacao do
tempo de transito dos espermatozoides no epididimo, os segmentos CT+CP e CD foram
preparados da seguinte forma: para cada 200mg de CT+CP foram adicionados ImL de
solugdo de STM (0,9% de NaCl e 0,05% de TritonX100 e 0,01% Trimerosal) e para cada
100mg de CD foram adicionados ImL de STM. Em seguida, as amostras foram
homogeneizadas (homogeneizador Ultra-Turrax, marca Janke & Kunkel Ika-Werk com pistilo
de 10N) e submetidas ao sonicador (Thornton-Inspec Eletronica S/A na poténcia seis com 80
mA por segundos). Uma nova mistura do homogenato foi obtida pela diluicdo com STM na
propor¢ao de 1:20. A contagem do numero de espermatozdides em cada segmento (CT+CP e

CD) foi feita em camara de Neubauer. Foram preparadas duas cdmaras por animal divididas
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em dois antimeros e contados cinco campos por antimero. O tempo de transito dos
espermatozodides pelo epididimo foi calculado, dividindo-se o niimero de espermatozoides

pelo valor obtido da producao diaria de espermatozoides de cada animal.

Analise estatistica

O estudo estatistico das variaveis descritas foi realizado através da ANOVA ¢
complementado com o teste de comparacdes multiplas de Tukey para contraste entre médias
dos tratamentos. Os resultados foram expressos em média = erro padrio da média. Os
resultados foram apresentados em tabelas e graficos, sendo todas as conclusdes estatisticas
realizadas com 5% de significancia. Detalhes a respeito da metodologia empregada podem ser

encontrados em BANZATTO & KRONKA (1989).

Resultados

Consumo de dlcool

Nas linhagens UChA e UChB, o consumo de etanol diario, durante o periodo de tratamento,
foi significativamente maior nos grupos da linhagem UChB comparado a linhagem UChA. O
consumo diario de etanol entre os grupos (controle e MS) ndo apresentou diferenca significativa

(Tabela 1).

Analise morfométrica do epididimo
Nas linhagens (UChA, UChB e Wistar) com seus respectivos grupos (controle, separagao
materna), a altura do epitélio nas regides do epididimo ndo apresentou diferenca significativa. A

altura do epitélio na regido da cabeca do epididimo foi significativamente maior na linhagem
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UChA com MS comparada a UChB. Para todas as linhagens, foi observada diminui¢do da altura
epitelial do segmento inicial em dire¢@o a cauda do epididimo (Tabela 2).

Os diametros da luz e do tabulo do epididimo no IS ndo apresentou diferenca
significativa nos grupos (controle e MS) de cada linhagem (UChA, UChB e Wistar). O grupo
MS da linhagem UChB apresentou os didmetros no SI significativamente maior comparado
com os demais grupos das linhagens (Tabela 3 e 4).

Na regido de CT do epididimo, os didmetros da luz e do tubulo foi significativamente
maior no grupo MS da linhagem UChB comparado ao controle. Avaliando-se os grupos
controles, a linhagem UChA apresentou os diametros significativamente maior comparada
com a linhagem UChB, sendo que a linhagem Wistar mostrou-se similar as demais linhagens
(Tabela 3 e 4).

Os didmetros da luz e do tibulo na regido do CP do epididimo apresentou-se
significativamente maior no grupo MS da linhagem UChB comparado ao controle. Os grupos
MS das linhagens UChA e Wistar mostraram-se similares na avaliacdo dos didmetros, no
entanto, apresentaram diferenca significativa maior em relagdo ao grupo MS da linhagem
UChB. Na avaliagdo dos grupos controle, observou-se diferenca significativa. A linhagem
Wistar apresentou o maior valor do didmetro da luz e do tabulo. (Tabela 3 ¢ 4).

Na linhagem UChA, os diametros na regido da CD foi significativamente maior no
grupo controle em relacdo ao MS. Comparando-se os grupos controles, a linhagem UChA
apresentou valor significativamente maior em relagdo a UChB, sendo a linhagem Wistar
similar as linhagens UChA e UChB. Na avaliagdo dos grupos MS, nao houve diferenca
significativa. Para todas as linhagens foi observado aumento de diametro proporcional da

regido do IS para a CD (Tabela 3 e 4).
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Massas corporal e epididimaria

A massa corporal (MC) dos animais da linhagem UChB que sofreram MS foi
significativamente maior comparada ao controle. O grupo controle da linhagem UChB
apresentou MC significativamente menor comparada as linhagens UChA e Wistar. Na
linhagem Wistar, registrou-se MC significativamente maior no grupo MS em relacdo aos
grupos MS das demais linhagens (Tabela 5).

A massa do epididimo esquerdo (MEE) do grupo MS da linhagem UChA foi
significativamente maior comparada ao controle. Nao ocorreu diferenca significativa entre os
grupos controle e MS das linhagens UChB e Wistar (Tabela 5).

Na analise da massa da cabecatcorpo (MCA+CO ED) do epididimo direito, observou-
se diferenca significativamente maior no grupo MS das linhagens UChA e UChB em relacdo
aos seus respectivos controles. O grupo controle da linhagem Wistar apresentou massa da
cabegatcorpo significativamente maior comparada a linhagem UChA, sendo o grupo MS
UChB similar aos grupos MS UChA e Wistar (Tabela 5).

Analisando os grupos de cada linhagem, os animais que sofreram MS das linhagens
UChB e Wistar apresentaram diferenga significativamente maior na massa da cauda (MCD
ED) do epididimo comparado ao controle (Tabela 5).

A massa total do epididimo direito (MTED) dos animais que sofreram MS das
linhagens UChA e UChB foram significativamente maiores comparado aos seus respectivos
controles. Nao houve diferenca significativa na comparacdo dos grupos entre as linhagens
(Tabela 5).

Os indices EE/MC e ED/MC do grupo MS UChA apresentaram-se significativamente
maiores em relacdo ao seu controle. No entanto, o grupo MS Wistar mostrou indices menores

comparado com os grupos MS das demais linhagens. Para os mesmos indices, registrou-se
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valores significativamente maiores no grupo controle UChB em relagdo aos controles das

demais linhagens (Tabela 5).

Numero de espermatozoides e tempo de transito no epididimo

Na analise do numero de espermatozdides na CT+CP do epididimo, o grupo SM
UChB apresentou média significativamente maior em relagdo ao controle. O padrdo de
resposta da avaliagdo do numero de espermatozdides na cabecatcorpo do epididimo nos
grupos controles apresentou-se igual para as linhagens UChA e Wistar e menor para a UChB
(Tabela 6).

O tempo de transito de espermatozdéides na CT+CP do epididimo foi
significativamente maior no grupo MS UChB comparado ao controle. Para esse mesmo
parametro, os grupos controles apresentaram da seguinte forma UChA=Wistar>UChB
(Tabela 6).

A analise simultdnea do TTE e do nimero de espermatozoéides na CD do epididimo
revelou-se ser significativamente maior no grupo MS UChB em relagdo ao controle. Quando
comparados os controles, verificou-se que o TTE e o numero de espermatozodides foram
significativamente menores na linhagem UChB em relagdo as demais linhagens. Na andlise
dos grupos MS, o TTE e o numero de espermatozdides na CD do epididimo ndo
apresentaram diferencas significativas (Tabela 6).

Os animais do grupo MS UChB apresentaram tempo total de transito (TTTE) de
espermatozodides no epididimo significativamente maior comparado ao controle. O padrio
para o TTTE nos grupos controles apresentou-se significativamente maior para a linhagem

UChA, sendo UChA>Wistar>UChB (Tabela 6).
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Dosagem hormonal
A concentragdo plasmatica de LH foi significativamente maior no grupo MS UChA
(2,0£0,6 ) em relacdo ao seu controle (0,7+0,3). Na avaliacdo dos niveis plasmaticos de LH,
observou-se que o grupo MS UChA apresentou os maiores valores em relagdo aos demais

grupos (Figura 2).

As concentragdes plasmaticas de estrogeno, FSH e testosterona ndo apresentaram
diferenca significativa entre os grupos e linhagens (Figura 3).

A CORT plasmatica mostrou-se significativamente maior no grupo MS (67,249,4) da
linhagem UChB comparado ao controle (30,3+7,4). No entanto, o grupo controle Wistar
(46,5+11,3) apresentou maior média para as concentragdes plasmaticas de CORT em relacao
ao grupo MS Wistar (18,3+5,8). Os grupos MS mostraram as concentragdes plasmaticas de
CORT diferentes para as linhagens UChB (67,2+9,4) e Wistar (46,5£11,3), no entanto, a
linhagem UChA (39,2+14,7) apresentou padrdo similar tanto em relacdo a linhagem UChB

quanto na Wistar (Figura 1).

Discussao

Estudos demonstram que a MS de longa duracdo durante a fase neonatal de roedores
determina variagdes neurobioldogicas e comportamentais no individuo adulto (Hall, 1998;
Ladd et al., 2000). Experimentos com ratos que utilizaram como o modelo de estresse a
manipulagdo neonatal (early handling) ¢ a MS verificaram que ratos expostos a MS
consumiam maior quantidade de etanol comparada com animais manipulados (Huot, ef al.,
2001; Ploj et. al., 2003; Gustafsson et al., 2007, Kim et al., 2003, Roman, et al., 2005). Neste
experimento repetidos eventos de MS realizados do 4° ao 14° dia ndo provocaram alteracdes

na ingestdo de etanol entre os grupos controle e MS, mantendo-se o padrio caracteristico de
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selecdo das linhagens de ratos UChA (com baixa preferéncia por alcool) e UChB (alta
preferéncia por alcool) sob as condi¢des experimentais. Esses animais diferem quanto a
atividade cerebral da enzima aldeido desidrogenase e na capacidade de desenvolver tolerancia
aguda ao etanol. Ao respeitar o padrao adotado para a selecdo das linhagens (Mardones,
1987), pode-se ter excluido dos grupos experimentais animais que desenvolveram alta
preferéncia de etanol devido ao desequilibrio causado pelo estresse da MS.

Variagdes regionais relacionadas aos didmetros luminal e tubular e a altura de epitélio
foram observadas ao longo do ducto epididimario nos grupos de cada linhagem estudada. O
didmetro luminal foi maior no segmento inicial e diminuiu em dire¢do a cauda do epididimo e
o inverso ocorreu com relagdo a altura do epitélio. Os dados observados seguiram padrado
semelhante entre as linhagens. Esses resultados concordam com os descritos para o rato
marrom (Serre & Robaire, 1998), para o rato Sprague-Dawley (Tuner & Riley, 1999), para os
ratos Wistar (Markey et al, 1992), onde se observa o aumento do didmetro luminal e tubular e
a diminuicdo da altura do epitélio segmento inicial para a cauda epididimaria (Serre &
Robaire, 1998; Miller & Killian, 1987). Segundo Robaire & Hermo (1988), o diametro
luminal epididimario torna-se mais dilatado distalmente e a altura epitelial decresce devido a
fungdo de estocagem dos espermatozoides na cauda. A altura do epitélio de revestimento da
cauda do epididimo nos grupos estudados manteve-se baixa, favorecendo o aspecto
compensativo esperado para a dilatacdo luminal e tubular nesta regido de estocagem dos
espermatozoides.

Na literatura cientifica especializada, encontram-se vérios estudos experimentais
relacionando o alcoolismo cronico com o decréscimo no peso corporeo ¢ nos indices dos
orgdos de animais tratados com etanol em relagao aos controles (Oliva et al., 2006; Cagnon et
al., 1996; Ratcliffe, 1972; Cicero & Badger, 1977; De Oliveira & Ferreira, 1987). Os

resultados do presente trabalho demonstram que a massa corporea do grupo UChB controle
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foi menor comparada com o grupo UChB SM. Segundo Ratcliffe (1972) o decréscimo no
ganho de peso de animais que consomem alcool pode ser gerado pela irritacdo causada no
trato gastrointestinal, determinando o baixo consumo de ragdo e ingestdo de dgua, levando ao
quadro de desnutricdo. Além disso, a reduc@o no ganho de massa corpdrea pode também estar
relacionada a mecanismos envolvidos com a redug¢do na producdo dos niveis normais de
testosterona enddgena, com excessiva conversdo de testosterona em estradiol € com o
aumento da oxidacdo lipidica (Hickson et al., 1986, Ryan, 1981, Guzman et al, 1991).
Conclui-se que exista relacdo entre a redugdo no ganho de massa corpdrea com os niveis
plasmaticos de testosterona. Os resultados demonstraram que as concentracdes baixas de
testosterona coincidem com os baixos niveis de registro da massa corporea, sendo
Wistar>UChA>UChB.

Na observacao dos dados de massa do epididimo esquerdo, do epididimo direito integro
e das seccdes CT+CP e CD do epididimo direito evidenciou-se interagao entre MS ¢ o
consumo de etanol, pois os ratos UCh dos grupos experimentais MS mostraram tendéncia de
aumento da massa em relacdo aos seus respectivos controles.

Na avaliagdo do tempo de transito total, registrou-se para a linhagem UChB o menor
valor. Essa observagdo coincidiu com a concentragdo baixa plasmatica de testosterona e com
a diminui¢do nos didmetros tubular e luminal na maioria das regides estudadas. No entanto,
pode-se observar que o tempo de transito total do grupo controle da linhagem UChA foi
significativamente maior em relagdo aos demais grupos controles, sendo acompanhado
também pelo aumento dos diametros na maioria das regides. Acredita-se que os resultados
estejam relacionados com a afinidade das cé€lulas epiteliais do epididimo pela testosterona, o
que implicaria na expressdo diminuida dos receptores de LH (Lei, et al., 2003). Oliva et al.
(2006) também observaram tempo acelerado de transito dos espermatozoides em ratos Wistar

adultos submetidos a altas doses de etanol desde a puberdade. Lau et al. (1996) ndo
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encontraram diferencas no tempo de transito dos espermatozdides entre os grupos controles e
privados maternos. Na linhagem UChB, foi evidente a acdo da MS aproximando os resultados
com os da linhagem sem consumo de etanol (Wistar) e com os resultados encontrados na
literatura (Kempinas et al., 1998; Robb et al.,1987; Fernandes et al., 2007; Lau et al., 1996).

Segundo Rivier & Riviest (1991) uma das conseqiiéncias do estresse € a interrupcao
das fungdes reprodutivas nos mamiferos. O estresse ¢ acompanhado pelo aumento da
atividade do eixo HHA e pelo decréscimo na atividade do eixo HHG (Selye, 1939). E
sugerido uma regulagdo hormonal entre os eixos HHA ¢ o HHG. Os horménios relacionados
ao estresse, como por exemplo, o hormoénio liberador de corticotropina (CRH) e os
corticoesterdides adrenais podem influenciar a fung@o reprodutiva em todos os trés niveis do
eixo HHG (Rivier & Riviest, 1991). Vreeburg & DeGreef (1984) relataram que altas
concentragdes de CORT no soro de ratos aumentam a sensibilidade dos efeitos da
retroalimentacdo negativa da testosterona e inibem as fungdes testiculares. Nesse
experimento, o alcool e a hiper-reatividade do eixo HHA a MS atuaram no aumento dos
niveis de CORT em relagdo aos niveis observados nos animais controles, concordando com os
dados atuais da literatura cientifica especializada.

Cicero (1981), ao avaliar os efeitos neuroendocrinologicos do dlcool, documentou que
ha supressdo da atividade do eixo HHG. Considera-se que o alcool exerca efeito no
hipotalamo deprimindo a liberagdo do horménio liberador de LH (LHRH), resultando na
diminui¢do dos niveis plasmaticos de LH e de testosterona nos testiculos, inibindo
diretamente a biossintese de testosterona (Adams & Cicero, 1991). No presente trabalho,
observou-se para os grupos MS UCh interagao entre a MS e o consumo cronico de etanol em
relacdo as concentragdes plasmaticas de LH. Registrou-se aumento dos niveis de LH nos

grupos SM UCh em relagdo aos grupos submetidos a MS. O efeito supressor do dlcool sobre o
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eixo HHG foi observado no grupo controle UChB comparado ao grupo controle Wistar,
concordando com o perfil esperado de acdo do alcool (Adams & Cicero, 1991).

O padrao observado das concentragdes plasmaticas de testosterona entre as linhagens e
os grupos estudados ndo apresentou diferencas significativas. No entanto, observou-se
tendéncia de diminui¢do da testosterona nas linhagens UChA e UChB em relagdo a linhagem

Wistar. A tendéncia aponta o efeito supressor do etanol sobre a testosterona.

Conclusiao
Ha interagdo entre a separacdo materna e a ingestdo de etanol sobre o epididimo,
levando ao desequilibrio nos eixos reguladores HHA ¢ HHG observado através das alteracdes

das concentragdes plasmaticas de LH e CORT em ratos.
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Tabela 1

Média =+ erro padrdo do consumo de etanol (g/kg/dia) no intervalo de 80 a 120 dias de idade

segundo as linhagens (UChA, UChB e Wistar) e os grupos (controle e MS).

Linhagens Grupos Consumo de etanol (g/Kg/dia)
UChA Controle 2,1+0,2 a'A’
MS 1,74£0,2aA
UChB Controle 6,5+0,5aB
MS 7,0+0,5aB

! comparagdo dos grupos (controle e SM) fixando a linhagem.
2 comparagio entre as linhagens fixando o grupo.
(p<0,05)
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Tabela 2

Médias £ erro padrdo da altura (um) do epitélio das regides do epididimo (SI, CT, CP e CD)

segundo as linhagens (UChA, UChB e Wistar) e os grupos (controle e MS).

Regides do epididimo

Linhagens Grupos

IS CT CP CD
UChA Controle 39,56+1,0a'A%y° 19,04+0,4 aAp 19,04+£0,4 aAp 14,92+0,6aA0
MS 40,62+0,9aAy  21,23+0,4 aBp 19,21+0,3 aAp  14,78+0,2aAa
UChB Controle 37,93+1,4aAy  19,67+0,4 aAp 18,70+ 0,8aAp  14,91+0,5aAa
MS 39,91+0,8aAy  18,81+0,7 aAP 18,58+ 0,6aAp 14,17+0,2aAa
Wistar Controle 39,56+1,4aAy  20,23+0,6 aAp 18,71+0,4aAB  14,13+0,6aAa

MS 37,71£0,9aAy 19,77+0,7 aABB  18,54+0,5aAp 13,88+0,5aAa

' comparagdo dos grupos (controle ¢ SM) fixando a linhagem e a regido do epididimo.
2 comparagdo entre as linhagens fixando o grupo e regido do epididimo.

comparagdo entre as regides do epididimo fixando a linhagem e o grupo.
p<0,05
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Meédias =+ erro padrao do diametro (um) da luz das diferentes regides do epididimo (SI, CT, CP e

CD) segundo as linhagens (UChA, UChB e Wistar) e os grupos (controle e MS).

Regiodes do epididimo

Linhagens Grupos

IS CT CP CD
UChA Controle 155,36+3,6a' A%’ 311,74+7,5aBp  302,51+3,8aBp  388,20+9,8bBy
MS 164,48+7,7aAa  309,21+2,5aAB  313,11+8,5aBp  359,08+6,3aAy
UChB Controle 168,02+15,6aAa  277,97+7,4aAp  270,55+4,3aAB  327,28+15,9aAy
MS 187,72+11,6aBa 294,43+5,1bAp  28549+53bAB  353,49+10,5aAy
Wistar Controle 136,68+5,7aAa 298,06+7,1aABp  326,29+4,7aCy 351,90+8,9aABy

MS  143,7145.6aAa  310,49+83aAB  323.92+4,3 aBp

365,29+13,7aAy

" comparagao dos grupos (controle ¢ SM) fixando a linhagem e a regido do epididimo.
2 comparagdo entre as linhagens fixando o grupo e regido do epididimo.

3 comparagio entre as regides do epididimo fixando a linhagem e o grupo.

p<0,05
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Tabela 4

Meédias + erro padrao do didmetro (um) do tabulo das diferentes regides do epididimo (SI, CT, CP

e CD) segundo as linhagens (UChA, UChB e Wistar) e os grupos (controle e MS).

Regides do epididimo

Linhagens Grupos

IS CT CP CD
UChA Controle 243,56+3,0a'A’0’  360,36+6,8aBp 357,61+4,3aBp  427,17+11,1bBy
MS 251,71+7,4aABa 356,98+3,7 aAp 368,48+9,7aBp 396,92+6,1aAy
UChB Controle  253,37+19,1aAa  323,96+6,6aAy 323,65+3,6aAy 364,98+15,6aAy
MS 274,73+10,2 aBo.  339,97+5,9bAp 335,86+5,5bApB 392,17+10,4aAy
Wistar Controle  222,63+6,1aA0 348,76+8 4aABp  380,55+4,1 aCy 388,81+8,4aABy
MS 226,18+4,7aAa 359,47+8,1aAB 376,08+52aBBy  400,43+13,20aAy

" comparagao dos grupos (controle ¢ SM) fixando a linhagem e a regido do epididimo.
comparagdo entre as linhagens fixando o grupo e regido do epididimo.

3 comparagio entre as regides do epididimo fixando a linhagem e o grupo.

p<0,05
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Meédias + erro padrao das massas do corpo (g), dos epididimos esquerdo e direito (g), da cabeca e

corpo do epididimo direito (g), da cauda do epididimo direito (g), dos indices relativos do

epididimo esquerdo e direito, segundo as linhagens (UChA, UChB e Wistar) e os grupos (controle e

SM).
UChA UChB Wistar
Parametros avaliados
Controle MS Controle MS Controle MS

MC 3)71,1i4,7alB2 364,0 +4,9aA 315,7£10,2aA 350,0+13,2bA 385,0+9,9aB 398,2+8,9aB
MEE 0,49+0,01aA 0,54+0,004bA 0,47+0,03aA 0,53+0,03aA 0,52+0,01aA 0,54+0,02aA
M CT+CP do ED 0,28+0,01aA 0,31+0,01bA 0,30+0,02aAB 0,34+0,02bA 0,34+0,01aB 0,33+0,01aA
M CD do ED 0,23+0,0laA  0,24+0,01aA 0,2040,02aA  0,25+0,01bA | 0,23£0,004aA  0,25+0,01bA
M TED 0,51£0,0laA  0,55+0,01bA 0,50+0,03aA  0,59+0,02bA | 0,56£0,01aA  0,58+0,02aA
EE/MC 0,13+£0,002aA 0,15+0,001bB 0,15+0,01aB 0,15+0,01aB 0,13+0,01aA 0,13+0,004aA
EDT/MC 0,14+0,003 aA 0,16:0,002bB 0,16£0,01aB 0,17+0,01aB 0,14+0,01aA 0,14+0,01aA

Legenda: MC: massa corporal; MEE: massa do epididimo esquerdo; CT+CP do ED: massa da cabega+corpo do epididimo
direito; M TED: massa total do epididimo direito; EE/MC indice de massa do epididimo esquerdo; EDT/MC indice de massa do

epididimo direito total. 'Comparagdo dos grupos (controle e MS) fixado a linhagem. *Comparagdo entre as linhagens fixado o
grupo. p<0,05.
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Tabela 6

Médias + erro padrio do tempo de trinsito dos espermatozéides no epididimo (10°), do numero de
espermatozéide x10% cabega+tcorpo, do numero de espermatozoide x10°/g/ cabega+corpo do epididimo,
tempo de transito (dias) pela cabega+corpo epididimo, do numero de espermatozoide x10°/ cauda do
epididimo, do numero de espermatozoide x10%g/ cauda do epididimo, do tempo de transito (dias) pela cauda

do epididimo, segundo as linhagens (UChA, UChB e Wistar) e os grupos (controle e SM).

Variaveis UChA UChB Wistar

Controle MS Controle MS Controle MS
Cabega /corpo epididimario
Numero (x10°% 6rgao) 97,79+4 4a' B2 100,03+4,4aA 68,73+£9,8aA 94,79+5,5bA 102,81+7,5aB 104,77+9,7aA
Numero (x10%g/ drgio) 349,64+17,1aB  320,50+£12,3aA  222,14+23,8aA 276,07+7 4bA 309,82+21,2aB  314,82+17,1aA
Tempo Transito (dias) 3,63+0,1aB 3,61+0,1aA 2,61+£0,1aA 3,25+0,2bA 3,16+£0,2aB 3,35+0,2aA
Cauda epididimario
Niimero (x10% 6rgdo) 215,4148,7aB  22441+11,4aA  128,5£214aA  212,89+223bA  206,5848,22aB  220,74£10,1aA
Numero (x10%g/ orgio) 945,71+21,4aB  933,504+45,5aA  610,36+£63,9aA 841,79+70,1bA  901,43+32,4aB  889,29+39,8aA
Tempo Transito (dias) 8,02+1,3aB 8,24+0,8aA 4,85+0,5aA 7,30+ 0,9bA 6,49+0,5aB 7,19+0,5aA
Tempo total de transito 11,65+0,4aC 11,85+0,7aA 7,46+0,6aA 10,55+1,0bA 9,65+0,5aB 10,53+0,4aA
(dias)

" comparagdo dos grupos (controle ¢ SM) fixando a linhagem.
% comparagio entre as linhagens fixando o grupo.
p<0,05
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Figura 2

3.0

N
o
1

LH (ng/mL)
o
1
R

os] ] |
_ sl |

T
c MS - c MS - c MS
UChA uchB Wistar

_‘
o
1
i
—t—

Teor plasmatico de LH (ng/mL) nas linhagens UChA, UChB e Wistar (médiaterro padrdo).

C=controle; MS= separacdo materna. As linhas indicam as diferengas significativas a 5%.



Figura 3

12
10 }
T s
£ 8
=
£
z 7
0
w
4
2
0 T T T T T T T T 1
c Ms - c Ms - c Ms
UChA uchB Wistar
1.4
1.2
=y
E 1.0
=]
£
> 087
c
o
4
8 064
7]
]
2
3 0.4
i
0.2+
0.0 T T T T T T
[¢] Ms - [¢] MS - [ MS
UChA uchB Wistar
16
144
124 e T
T 104
£ 10
2
£ g4
c
&
g 61
B
o
w
44
24
o T T T T T T T T 1
[ - [ Ms - [
UChA uchB Wistar

Teor plasmatico de E (pg/mL), FSH (ng/mL) e T (ng/mL) nas linhagens UChA, UChB e
Wistar (médiaterro padrao). C=controle; MS=separagao materna. As linhas indicam as

diferencas significativas a 5%.



57

Figura 4
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5%.
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V - CONCLUSOES

Ha interagdo entre a separacdo materna e a ingestdo de etanol sobre o epididimo,
levando ao desequilibrio nos eixos reguladores HHA e HHG observado através das alteragdes

das concentragdes plasmaticas de LH e CORT em ratos.
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