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RESUMO

O fenotipo do animal ¢ determinado através de uma complexa inter-relagdo entre seu genotipo
e eventos ambientais. Eventos ambientais ocorridos na infancia podem fornecer sinais e
estimulos que informam previamente as condigdes ambientais que se vivera na vida adulta,
possibilitando ajustes no fendtipo para sobrevivéncia da espécie. Na infincia, os cuidados
maternos sdo a principal fonte de sinais e estimulos (térmicos, somatossensorios, nutricionais,
olfatérios, visuais e auditivos) para o adequado desenvolvimento, crescimento e producao de
respostas adaptativas a fatores estressantes. Porém, a privacdo da presenca materna pode
romper com essa protecdo e ser fator estressante durante o inicio da vida. Experiéncias
adversas na infancia estdo associadas a vulnerabilidade em desenvolver psicopatologias,
ingestdo abusiva de alcool e distirbios do sistema bioldgico de resposta ao estresse, na vida
adulta. Neste estudo foi avaliada a interferéncia da Separagdo Materna (SM), aplicada em
filhotes machos de ratos bebedores voluntarios de etanol, na estrutura e funcao das gonadas
no adulto, estudando a interagao entre os efeitos do alcoolismo adulto na reproducao ¢ a SM
ocorrida durante o periodo pos-natal. Ratos Wistar, UChA e UChB (bebedores de baixa e
elevada quantidade de etanol a 10%) sofreram SM (240min) do 4° ao 14° dia de idade. Aos 65
dias de idade foi disponibilizada solu¢do de etanol aos ratos UChA e UChB. Aos 120 dias, os
animais foram sacrificados para avaliagdo da estrutura do epitélio germinativo e intersticio
testicular, determinagdo da producdo diaria de espermatozoides ¢ mensuracao do peso e
volume testiculares. Complementando, foi realizada avaliacdo das concentra¢des plasmaticas
de testosterona, FSH, LH e corticosterona desses animais. Ratos alcoolicos submetidos a SM
apresentaram maiores concentragcdes plasmaticas de corticosterona. Morfologicamente, os
animais SM apresentaram preservagao do epitélio germinativo e diminui¢do das atrofias total
e do intersticio testiculares provocadas pela ingestdo de etanol. Assim, confirmou-se a
existéncia de interagdo entre os efeitos do alcoolismo adulto e Separacdo Materna na
reproducdo, presumindo-se que informagdes precoces, sobre condi¢cdes adversas na vida
adulta, podem atenuar os efeitos do etanol no testiculo de ratos alcoolicos, garantindo a

reprodugdo da espécie.

Palavras-chaves: Testiculo; Reproducdo; Separacdo Materna; Estresse; Etanol; Alcoolismo;

Ratos UChA e UChB; Toxicologia reprodutiva.



ABSTRACT

The phenotype of the animal is determined through a complex interrelation between its
genotype and ambient events. Occurred ambient events in childhood can supply to signals
and stimulus that previously inform the ambient conditions that will be lived in the adult life,
making possible adjustments in phenotype for survival of the species. In childhood, the
maternal cares are the main source of signals and stimulus (thermal, somatossensory,
nutritious, olfactory, visual and auditory) for the adjusted development, growth and
production of adaptative answers to stressful factors. However, the privation of the maternal
presence can breach with this protection and to be a stressful factor during the beginning of
the life. Adverse experiences in childhood are associated to the vulnerability in developing
psychopathologies, abusive alcohol ingestion and riots of the biological system of reply to
stress, in the adult life. Therefore, in this study the interference of the Maternal Separation
(MS) was evaluated, applied in male younglings of voluntary drinking rats of ethanol, in the
structure and function of gonads in the adult, studying the interaction between the effects of
adult alcoholism in occured reproduction and MS during the after-birth period. Rats Wistar,
UChA and UChB (drinking of low and raised amount of ethanol 10%) had suffered to MS
(240 min) from 4° to 14° day of age. To the 65 days of age, a solution of ethanol to the rats
UChA and UChB was bidden. To the 120 days, the animals had been sacrificed for
evaluation of the structure of the germinated epithelium and interstice to testicular,
determination of the daily sperm production and recognition of the weight and testicular
volume. Complementing, it was carried through evaluation of the plasmatic concentration of
testosterone, FSH, LH and cortichosterone of these animals. Alcoholic rats submitted to the
MS had presented greater plasmatic concentrations of cortichosterone. Morphologically, the
MS animals had presented preservation of the germinated epithelium and reduction of the
total atrophies and the interstice testicular caused by the ingestion of ethanol. Thus, it
confirmed the interaction existence between the effects of adult alcoholism and Maternal
Separation in the reproduction, being presumed that precocious information, on adverse
conditions in the adult life, can attenuate the effects of ethanol in the testicle of the alcoholic
rats, guaranteeing the reproduction of the species.

Keywords: Testis; Reproduction; Maternal Separation; Stress; Ethanol; Alcoholism; UChA
e UChB; Reproductive toxicology.



1 INTRODUCAO

1.1 Plasticidade do desenvolvimento

Diferentes pesquisas relacionadas ao desenvolvimento do comportamento, evolugdo
ecologica, teorias de historias de vida, biologia molecular e epidemiologia médica tem
fornecido evidéncias de que um genotipo pode gerar diferentes fenotipos, dependendo das
condi¢des ambientais as quais o organismo ¢ submetido (Batenson et al., 2004). Dessa forma,
o fenotipo de um animal ¢ determinado através de uma complexa inter-relagdo entre seu
genodtipo e eventos ambientais (Macri & Wurbel, 2006; Fendglio et al., 2006). Eventos
ambientais delineando o fendtipo ocorrem frequentemente durante a infancia, e sdo capazes
de modificar permanentemente respostas metabolicas de homens e animais (Bateson et al.,
2004; Fenoglio et al., 2006; De Bellis et al., 1999; Teicher, 2000; Pryce & Feldon, 2003;
Gluckman, et al., 2005). Essa plasticidade, ou seja, modificagdes no individuo durante o
periodo do desenvolvimento, pode ocorrer em todos os niveis de organizagdo, do
comportamento até estruturas anatdmicas, ainda que a possibilidade em modificar o
desenvolvimento seja mais evidente no comportamento que em estruturas anatémicas (Macri
& Wurbel, 2006).

Para Sih et al. (2004), a plasticidade durante o periodo do desenvolvimento apresenta-
se dependente das variagdes ambientais. Em ambientes que variam imprevisivelmente ao
longo do tempo, nenhuma predicao sobre as condigdes ambientais futuras estara disponivel ao
desenvolvimento dos animais. Neste caso, a selegao natural tende a favorecer a evolucao de
limitada plasticidade (Sih et al., 2004). Inversamente, em ambiente estaveis ou que variam
previsivelmente, muitos organismos podem expressar respostas adaptativas especificas
durante o periodo de desenvolvimento (Batenson et al, 2004). Dessa forma, eventos
ambientais podem fornecer sinais e estimulos que informam previamente as condigdes
ambientais que se vivera na vida adulta, possibilitando ajustes no fenotipo para sobrevivéncia
da espécie (Gluckman et al., 2005; Houston & Mcnamara, 1992). Segundo Houston &
Mcnamara (1992), um enorme esforco adaptativo ¢ realizado para manter as funcdes
reprodutivas, ainda que conseqiiéncias danosas a saude do animal possam ser observadas. Em
circunstancias adversas, por exemplo, pequena estatura ¢ metabolismo lento podem facilitar a
sobrevivéncia, entretanto, elevada estatura e metabolismo acelerado sdo vantajosos ao sucesso
reprodutivo quando os recursos sao mais abundantes (Bateson ef al., 2004). Ajustar o fenotipo
de acordo com informacdes da infancia pode ser altamente adaptativo e favorecido pela
seleg¢do natural (Sih ef al., 2004; Gluckman et al., 2005; Macri & Wurbel, 2006).



1.2 Estresse na infancia

O estresse ¢ o agente principal na patogénese de muitas psicopatologias e doencas 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. Ap6s uma situagdo estressante, ha liberacdo de glicocorticoides através da
ativacdo do eixo HHA que constitue fator prejudicial a satde do organismo e, em especial,
para a funcao reprodutiva (Newport et al., 2002).

Durante a infancia, os cuidados paternos contribuem para produzir respostas
adaptativas a fatores estressantes, protegendo a crianga de posterior vulnerabilidade a
doencas. Porém, a privacao da presenca dos pais, especialmente materna, pode romper com
essa protecdo, sendo, por si so, fator estressante durante o inicio da vida (De Bellis et al.,
1999; Newport et al., 2002; Gluckman et al., 2005).

Sigmund Freud, criador da psicanalise, foi um dos primeiros a enfatizar a importancia
das experiéncias vividas na infancia e seus profundos efeitos na idade adulta. Freud
sustentava que experiéncias traumaticas podem resultar em comportamentos que se mantém
por muitos anos e contribuem para expressao de psicopatologias (Levine, 2000). Dessa forma,
tem-se pesquisado conseqiiéncias a longo prazo sobre fungdes nervosas e emocionais de
traumas provocados na infancia (Holmes et al., 2005).

Traumas e negligéncias na infancia exercem influéncias no comportamento emocional
e riscos para o desenvolvimento de depressdo, ansiedade e abuso de substancias durante o
crescimento (Dube et al., 2001; Johnson et al., 2002; Kendler et al., 1995). Estudos
especificos tém demonstrado alteracdes dos mecanismos neurais em criancas traumatizadas,
podendo produzir anormalidades em regides encefalicas que implicam em desordens
emocionais. Pacientes deprimidos, com histéria de abuso infantil, demonstraram hiper-
reatividade do eixo HHA, o maior componente do sistema de resposta ao estresse (Heim &
Nemeroff, 2001), ¢ menor volume hipocampal (Bremner et al., 1997; Stein et al., 1997,
Vythilingam et al., 2002). Além disso, existem evidéncias preliminares que abusos na
infancia podem favorecer ou exacerbar anormalidades encontradas no cortex pré-frontal de
pacientes com desordens de ansiedade (Carrion et al., 2001; De Bellis et al., 2000; Mathew et
al., 2004). De fato, traumas na infiancia podem n3ao somente aumentar o risco dessas
desordens no adulto, mas iniciar doencas e alterar a eficacia do tratamento dessas condi¢des
(Friedman et al., 2003; Gladstone et al., 1999, 2004; Matza et al., 2003; Mcholm et al., 2003;
Nemeroff et al., 2003; Romans et al., 1995; Roy, 2002; Zlotnick et al., 1995).
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Para melhor compreender as conseqiiéncias do trauma infantil no comportamento
emocional e na reatividade ao estresse durante a idade adulta, tem-se utilizado modelos

experimentais principalmente com roedores.

1.3 Modelos de experiéncias emocionais na infancia de roedores

Modelos animais, embora com limitagdes, sdo ferramentas importantes que oferecem
certas vantagens em relacdo as pesquisas com seres humanos. Experimento com roedores
tém-se mostrado modelo biologico adequado para testes de perfis de comportamento
fisioldgico e neuroenddcrino, pois possuem periodo gestacional breve, podem ser criados em
amplo numero, facilitam o acompanhamento do desenvolvimento, permitem manipulagdes
especificas e controladas do ambiente e medidas invasivas das atividades bioldgicas (Newport
et al.,2002).

Modelos experimentais com roedores demonstram que a exposicao ao estresse durante
o periodo pos-natal ou na fase juvenil apos o desmame podem alterar permanentemente o
sistema nervoso e os indices comportamentais de emotividade e dependéncia no rato adulto
(Hall, 1998; Kofman, 2002). Segundo Newport et al (2002), esses resultados sao
notavelmente similares aos observados nas doengas relacionadas ao estresse em seres
humanos. Além disso, criangas que sofreram estresse durante a infancia, devido a alteragdes
no comportamento dos pais, demonstraram alteragdes permanentes do comportamento
(Teicher, 2000).

Os primeiros trabalhos considerando possiveis efeitos permanentes do trauma pds-
natal em roedores foram realizados por Levine e Weininger na década de 50. Desde entdo, sdao
encontrados na literatura especializada pesquisas com diferentes modelos experimentais:
manipulacdo neonatal, os filhotes sdo manuseados com estimulo tatil por periodos que variam
de trés segundos a dez minutos por dia (Fernandez-Teruel ef al., 1991; Gonzélez et al., 1994;
Gomes et al., 1999; Riul et al., 1999); separacao materna de curta duragdo, os filhotes sdo
afastados dos cuidados maternos por periodos de 15 a 20 minutos; e privagdo materna ou
separacdo materna de longa duracdo, onde os periodos sdo superiores a 180 minutos (Meaney
et al., 1989, 1993; Ogawa et al., 1994; Pham et al., 1997; Levine, 2000). H4 outros agentes
estressores utilizados: isolamento, exposicdo ao calor, ao frio, a luz, ao ruido, ao éter e
aplicacdo de choque (Levine & Lewis, 1959; Denelsky & Denenberg, 1967; Gonzalez et al.,
1990; Eck & Kuhn, 1992; D’Amore et al., 1993; Smythe et al., 1994; Costela et al., 1995;

Smith et al., 1997). Entretanto, os procedimentos de Manipulagdo Neonatal e Separacdo
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Materna, sdo os principais modelos experimentais que buscam entender a relagdo entre

experiéncias na infancia e suas conseqiiéncias no adulto.

1.4 Manipulacao Neonatal (Early Handling)

No inicio dos anos 50, Weininger (1954) demonstrou que estimulos tateis neonatais
(de 10 minutos por dia durante as trés primeiras semanas de vida) eram capazes de atenuar
problemas futuros, psicoldgicos e comportamentais em ratos albinos adultos. Esses resultados
causaram controvérsia quando Levine (1957) e Levine & Lewis (1959) demonstraram que a
simples separacdo da mae, realizada diariamente por trés minutos, produzia efeitos similares
nas ninhadas. Os resultados desse experimento deram origem ao paradigma da manipulagao
neonatal (Early Handling), que consiste, usualmente, na retirada dos filhotes da caixa onde
estd a mae, passando-os, todos juntos, para outra caixa durante 15 a 20 minutos, sendo que
apos esse periodo a ninhada retorna para a caixa materna. Esse procedimento ¢ realizado, no
geral, nos primeiros 21 dias de vida e os animais sdo testados na maturidade. O modelo
experimental foi inicialmente utilizado para investigar como variagdes ambientais estressantes
que acontecem nas fases iniciais da vida, podem alterar o desenvolvimento de sistemas
neuroquimicos especificos, provocando alteragdes permanentes da resposta bioldgica ao
estresse (Meaney et al., 1993; LEVINE, 2000).

Entretanto, a Manipulagdo Neonatal ¢ um modelo que atenua os efeitos nocivos e
severos do estresse na idade adulta. No experimento de Levine (1957), ratos submetidos a
Manipulacdo Neonatal, apos exposi¢do a um agente estressor no adulto, apresentaram redugao
no peso das glandulas adrenais comparados aos ratos nao manipulados. Ratos submetidos a
Manipulagdo Neonatal, quando expostos a estimulos aversivos na fase adulta, apresentaram
diminui¢ao dos hormodnios adrenocorticotrofico (ACTH) e da corticosterona plasmatica. Além
disso, hd rapida recuperacdo das concentracdes plasmadticas da corticosterona normais e
redugdo do fator de liberagao de corticotrofina (CRF) no hipotalamo (Meaney, 2001; Pryce &
Feldon, 2003; Levine, 2000). Portanto, ratos expostos a Manipulacio Neonatal exibem
comportamento de ansiedade reduzido e respostas atenuadas do eixo HHA ao estresse,
quando testados na vida adulta (Bhatnagar & Meaney, 1995; Denenberg et al., 1962; Francis
& Meaney, 1999; Levine, 1957; Meaney, 2001; Meaney et al., 1989).

1.5 Separaciao Materna
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Em contraste a diminui¢ao da sensibilidade ao estresse, que tem sido observada depois
de breves periodos de Manipulagao Neonatal, prolongadas Separagdes Maternas aumentam a
resposta a reatividade emocional na vida adulta de ratos. Na Separagdo Materna, geralmente,
os filhotes sdo separados da mae em intervalos de quatro horas, durante dias do
desenvolvimento pos-natal. Segundo Zimmerberg et al. (2003), a Separagdo Materna se
assemelha a negligéncia materna na infancia de humanos, pois a auséncia da mae priva os
filhotes de cuidados maternos essenciais (Meaney, 2001).

A Separagdo Materna neonatal tem causado hiper-reatividade duradoura do eixo HHA,
exibindo aumento persistente do comportamento de ansiedade e das concentracdes
plasmaticas de corticosterona ¢ ACTH, em animais submetidos ao estresse na idade adulta
(Huot et al., 2002; Ladd et al., 2000; Plotsky & Meaney, 1993; Pryce et al., 2001; Biagini et
al., 1998). Tal manifestacao tem sido atribuida a diminuicdo da eficiéncia da retroalimentagao
negativa da corticosterona no hipotalamo, pois receptores de corticosterona encontram-se
diminuidos no hipotalamo desses animais (Biagini et al., 1998).

Embora menos estudado que o comportamento emotivo e a reatividade ao estresse, o
estresses na infancia de ratos pode interferir no desenvolvimento da parte do sistema nervoso
mediadora do comportamento de recompensa. Existem evidéncias que a Separacdo Materna
aumenta o consumo voluntario de etanol (Huot et al., 2001; Ploj et al., 2003; Roman et al.,
2004; Vazquez et al., 2002), exagera o comportamento € a resposta dopaminérgica para
psicoestimulantes, e altera a sinalizacdo de dopamina e opidides em regides de recompensa,
como cortex frontal e nicleo acumbens (Matthews et al., 1996, 1999, 2001; Meaney et al.,

2002; Ploj & Nylander, 2003; Ploj et al., 2003; Rots et al., 1996).

1.6 Periodo hiporresponsivo ao estresse

Na infancia de ratos, durante as duas primeiras semanas de vida pds-natal, os niveis
basais do CRF, do ACTH e da concentragdao plasmatica de corticosterona sao particularmente
baixos, pois o eixo HHA esta normalmente quiescente. Nesse periodo, denominado de
Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (SHRP, do inglés stress hiporesponsive period), o rato
neonato demonstra, aparentemente, pouca ou nenhuma resposta adrenocortical a estimulos
estressores, que no adulto resultaria em aumento significativo das concentragdes plasmaticas
de ACTH e corticosterona (Smith et al., 1997; Schmidt et al., 2003). Mesmo a administragao
de doses elevadas de ACTH exdgeno tem mostrado ineficiéncia em elevar as concentragdes

de corticosterona. A baixa responsividade do eixo HHA, nesse periodo, tem sido atribuida ao



13

aumento da eficacia da retroalimentagdo negativa exercida pela corticosterona, principalmente
sobre o hipotalamo (Levine, 1994, 2001).

O SHRP ¢ critico para o desenvolvimento neural, em que processos vitais como
migragdo, divisdo, diferenciacdo, crescimento e morte celular prevalecem no cérebro, além de
que sistemas inibitdrios e excitatorios de neurotransmissao alcangam a maturidade (Gonzalez
et al., 1994). Portanto, o SHRP permite o desenvolvimento do sistema nervoso central na
auséncia do aumento de secre¢do de glicocorticoides que poderia acarretar diminui¢do das
mitoses, da mielinizagdo, da neuromorfogénese e do tamanho cerebral, prejudicando
permanentemente as fungdes neuroendocrinas (Levine, 1994, 2001) e a reproducdo (Biagini &

Pich, 2002)

1.7 Interacio mae-filhote e comportamento materno

Nos mamiferos, a mae ¢ a fonte nutricional do infante, no entanto, a relacdo complexa
infante-mae vai além do suprimento das necessidades nutricionais. A mae prové estimulos
térmicos, somatossensorios, olfatorios, visuais e auditivos que sdo essenciais no
desenvolvimento pos-natal. O ambiente proporcionado pela mae no periodo pos-natal produz
impactos psicologicos e neurobiologicos em animais e seres humanos, influenciando
respostas metabolicas durante toda a vida (De Bellis et al., 1999; Teicher, 2000; Pryce &
Feldon, 2003).

Cuidados maternos em roedores manifestam-se na forma de periodos intercalados de
amamentacdo. Ocorrem através da atitude materna de aproximacdo e reunido dos filhotes
debaixo de seu corpo, do ato de lambé-los com freqiiéncia e em assumir pronunciada arcada
dorsal como postura de nutri¢ao. Esse conjunto de cuidados maternos tem sido descrito na
literatura pela sigla LG-ABN (Licking and grooming & arched-back nursing) (Stern &
Johnson, 1990). A distribuicdo temporal desses periodos de amamentagdo (sua freqiiéncia e
duracdo) e possivelmente alguns aspectos qualitativos (postura materna) parecem ser
mediados pela complexa inter-relacao entre a sinaliza¢ao dos filhotes e a motivagao materna
(Meaney, 2001; Pryce & Feldon, 2003; Stern & Johnson, 1990).

Durante o desenvolvimento ontogenético inicial, mae e filhote podem ser considerados
como unidade bioldgica, pois o comportamento materno tem capacidade de suprimir e servir
como fonte reguladora da resposta do eixo HHA do filhote. De acordo com Levine (2000,

2001), o comportamento de lamber a prole no sentido anogenital exerce controle inibitorio
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sobre a secre¢do de ACTH ¢ o aleitamento mantém as concentragdes de corticosterona em
valores reduzidos (Meaney, 1993; Levine, 2000).

Interessantemente, esses estudos t€ém mostrado que embora esse comportamento seja
estabelecido no relacionamento com a ninhada, existem pronunciadas diferencas individuais
entre as diferentes linhagens de ratos (Holmes et al., 2005). Essas diferencas individuais no
estilo materno de cuidados com o filhote aparecem como predicativo de futuros
comportamentos emocionais e respostas ao estresse nas ninhadas. Maes mostrando baixos
niveis de LG-ABN tendem a produzir ninhadas que exibem comportamento ansioso e
respostas exageradas de estresse, contrariamente as maes com comportamento LG-ABN
elevado (Caldji et al., 1998, 2000).

Em 1980, realizando experimentos de Manipulacdo Neonatal, Smotherman e Bell
(Levine, 2000) levantaram a hipdtese da mediacdo materna para explicar como um
procedimento aparentemente indécuo de separacdo de filhotes, por breve periodo do
desenvolvimento em ratos, poderia ter conseqiiéncias persistentes sobre o comportamento do
eixo HHA. Investigando a interagdo mae-filhote, verificou-se que a Manipulacdo Neonatal
ativa os cuidados maternos (LG-ABN) e diminui as respostas ao medo e a ansiedade futuras
dos filhotes; enquanto as maes de filhotes ndo manipulados apresentaram posturas mais
passivas de amamentacao (Francis & Meaney, 1999; Meaney, 2001).

Ninhadas criadas por maes exibindo elevados niveis de cuidados maternos mostraram
reducdes plasmaticas de ACTH e corticosterona em resposta a estressores em adultos
comparados aos de maes com baixo cuidado materno. Esses efeitos foram associados com a
redu¢do de CRF no hipotalamo, indicando diminui¢ao da resposta ao estresse € ao aumento da
expressdao de receptores de glicocorticoides (GR) no hipotdlamo, sugerindo uma elevada
retroalimentagdo negativa no sistema (Meaney, 2001). Além disso, ninhadas de made com
elevado cuidado materno mostraram reducao de resposta emocional em testes de ansiedade e
medo (Caldji et al., 1998).

Inversamente, a Separagdo Materna modifica o comportamento materno diminuindo
cuidados e aumentando a reposta de medo e do eixo HHA das maes (Champagne et al., 2001).
Meaney (2001) relata que mudangas ambientais (evocagdo de medo e estresse) podem reduzir
os niveis de cuidado materno. Acrescenta que baixos niveis de cuidado materno podem ser
interpretados pelos filhotes como sinal de adversidade do ambiente, dessa forma, ha ajuste
adaptativo, aumentando a resposta do sistema neuroenddcrino em situagdes de estresse e

medo. Todavia, tendo em vista as variagcdes de cuidado materno na relagdo com manipulagdes
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ambientais, hd evidéncia comprovando a hipotese que mudancas no desenvolvimento do
HHA e respostas de medo sdo mediadas por cuidados maternos.

A transmissdo desses efeitos ndo tem sido relacionada a diferengas genéticas no
comportamento emocional, pois filhotes nascidos de maes com elevados niveis LG-ABN
adotados por maes com baixo LG-ABN produziram alta reatividade ao estresse da ninhada e
vice e versa (Francis et al., 1999). E maes providas de ninhadas adotivas, durante o periodo de
Separacdo Materna de seus proprios filhotes, ndo apresentam alteragdes comportamentais e

suas proprias ninhadas ndo exibiram hiper-emocionalidade subseqiiente (Huot et al., 2004).

1.8 Alcoolismo

O uso de bebidas alcoolicas ¢ 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 e o alcoolismo (Sindrome de
Dependéncia do Alcool) é 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 fagam
uso abusivo do alcool; 5% das mulheres e 10% dos homens apresentam a Sindrome de
Dependéncia do Alcool ou alcoolismo. Sabe-se também que o 4lcool esta relacionado com
50% dos casos de morte em acidentes automobilisticos, 50% dos homicidios e 25% dos
suicidios (Neto, 2003).

Freqlientemente pessoas portadoras de outras doencas mentais (ansiedade, panico,
fobias, depressao) apresentam também problemas relacionados ao uso de alcool (Neto, 2003).
Room et al. (2005) relatam que o uso indiscriminado do alcool estd ligado a mais de 60
diferentes doencas, que incluem problemas coronarios, cirrose e cancer. 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; Novelli, et al., 1997; Martinez et al.,
1993, 1997, 2000, 2002; Cagnon et al., 2001). Portanto, devido as complicagdes sobrevindas
no plano somadtico e psiquico, e pela profunda repercussdo no meio social, o alcoolismo figura
como um dos mais graves problemas de satde publica do Brasil (Fortes & Cardo, 1991).

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

transportado através da circulagdo portal ao figado onde ¢ oxidado. Apenas 2% a 10% da
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quantidade absorvida ¢ eliminada pelos rins e pulmdes. No hepatocito, ha trés vias
metabolicas 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 metabolica, o etanol ¢ convertido em aldeido acético e depois em
acetato. O acetato ¢ lancado na corrente sangiiinea, sendo rapidamente metabolizado nos
tecidos extra-hepaticos em didéxido de carbono e dgua. A enzima aldeido desidrogenase
(ALDH) ¢ responsavel pela oxidacdo de aproximadamente 90% do aldeido acético formado
pelo metabolismo do etanol (Lieber, 1993).

Na oxidagao 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 manifestacdo 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 4cido 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 diminuicdo da oxidagdo dos acidos graxos resulta no acumulo hepatico

de lipidio (Lieber, 1991), também conhecida como esteatose hepatica.

1.9 Modelos experimentais de alcoolismo — UChA e UChB
Desde a década de 50, pesquisadores tém investigado roedores com preferéncias ao
consumo de alcool. A variabilidade na preferéncia ao alcool entre os individuos e entre as
linhagens permitiu a selegdo de ragas de ratos e camundongos para a predilegao ao alcool,
gerando pares de animais que sdo caracterizados por consumir quantidades elevadas e baixas
de solugdo de dalcool (Spanagel, 2000). Nesse contexto, as variedades de ratos UChA
(bebedores de quantidades baixas de solug¢do de etanol) e UChB (bebedores de quantidades
elevadas de solugdo de etanol) foram desenvolvidas e sdo criadas.
As linhagens de ratos UChA e UChB tém sido adotadas em diferentes pesquisas
relacionadas ao alcoolismo devido as suas caracteristicas de consumo voluntario de etanol.

Esse fendtipo, selecionado a partir da linhagem Wistar durante décadas, apresenta perfis de
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consumo bem estabelecidos pelo trabalho pioneiro de Mardones na Universidade do Chile, de
onde originou o nome UCh (Mardones & Segovia-Riquelme, 1983). Sendo que para linhagem
UChB, deve-se apresentar consumo voluntario de elevada quantidade de etanol (4-7 gramas
de etanol por quilograma de peso corpdreo por dia) e os ratos da linhagem UChA consumo
diminuido de etanol (0,1-2 gramas de etanol por quilograma de peso corpdéreo por dia)
(Quintanilla & Tampier, 2003).

Tem-se observado que a diferenca entre a ingestdo de etanol nas linhagens UChB e
UChA (respectivamente efeitos reforcadores e de aversdo), deve-se principalmente a
diferenca na capacidade de metabolizagdo do acetaldeido pela enzima aldeido-2
desidrogenase mitocondrial (ALDH2) no sistema nervoso central. Sendo que a atividade
génica para produ¢do da ALDH-2 tem sido encontrada elevada em ratos UChB e diminuida
em ratos UChA, justificando seus distintos consumos de etanol (Quintanilla & Tampier, 1995,
2002; Sapag et al., 2003).

As variedades de ratos UChA (bebedores de quantidades baixas de etanol) e UChB
(bebedores de quantidades elevadas de etanol) constituem modelos raros para estudos
relacionados aos aspectos bioquimicos, fisioldgicos, nutricionais, farmacoldgicos, ambientais

e genéticos, dos efeitos do alcool (Mardones, 1993; Martinez et al., 2000).

1.10 Efeitos do etanol no aparelho reprodutor masculino

Sabe-se que o etanol influéncia a fun¢ao reprodutiva em ratos adultos e que os efeitos
deletérios manifestam-se por atrofia testicular, danos celulares no epitélio germinativo,
redug¢do da massa prostatica e da vesicula seminal, do peso do epididimo e diminui¢do da
motilidade espermatica (Anderson et al., 1983; Martinez et al., 1993, 2002). Além dissso, o
alcoolismo crénico tem sido associado com a impoténcia, diminuicdo da libido, ejaculacao
prematura, esterelidade e ginecomastia (Boyden & Pamenter, 1983).

Segundo Klassen & Persaud (1978), a ingestdo cronica de etanol diminui
significativamente os niveis plasmaticos de testosterona, pois o alcool atuaria na conversao de
testosterona a estrégeno através do processo de aromatizagdo. 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 avangada. O declinio da
concentracdo de testosterona também estd associado a diminuicao da produgdo desse pelas
células de Leydig e ao aumento da quebra e remogao de testosterona da corrente sangiiinea.

(Emanuele & Emanuele, 1998; Lloyd & Williams, 1948). Redugdo na producdo, secrecao e
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atividade dos niveis dos hormonios hipofisarios de LH e FSH, revelam a influéncia dos
efeitos dos produtos do metabolismo do alcool no eixo hipotalamo-hipofise-gonada (Adler,
1992; Emanuele & Emanuele, 1998; Tadic et al., 2000; Klassen & Persaud, 1978; Martinez,
et al., 2000).

Alguns autores sugerem que o acetaldeido, um dos produtos do metabolismo do
alcool, possa ser também um fator de contribui¢do para a supressao de testosterona, pois
aplicagdes intra-peritoneais de acetaldeido foram mais potente que o alcool na supressdo na
produgdo de testosterona (Badr ef 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 enzimas envolvidas na producao de testosterona (Ellingboe & Varanelli, 1979;
Gordon et al., 1980).

Anderson et al. (1987) observaram que a administracdo cronica de etanol em
camundongos levou a diminui¢dao no peso testicular, prejuizo na espermatogénese, reducao na
densidade da tanica albuginea, no didmetro dos tubulos seminiferos, ao aumento na
quantidade de células germinativas imaturas descamadas e de tubulos seminiferos inativos.
Segundo Martinez et al. (2002), os varios estudos sobre as alteracdes morfoldgicas na
prostata, vesicula seminal, glandula de coagulagdo, epididimo e 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 altera¢des no complexo reprodutor masculino, justificando-se novas pesquisas.
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1.11 Objetivo

Investigar se a Separacdo Materna, aplicada em filhotes machos de ratos bebedores
voluntarios de etanol, interfere na estrutura e funcdo dos testiculos no adulto; verificando se

ha interagdo entre a Separacdo Materna e os efeitos do alcoolismo adulto na reprodugao.
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3 ARTIGO

O presente estudo propiciou o desenvolvimento do artigo cientifico: “Separagdo Materna
atenua efeitos deletérios do etanol no testiculo de ratos UChA e UChB: Um mecanismo de
plasticidade do desenvolvimento™.

O artigo cientifico encontra-se formatado de acordo com as normas da revista
“Reproductive Toxicology” (ISSN 0890-6238), para o qual serd submetido, apds versdo em

inglés.



Separacio Materna atenua efeitos deletérios do etanol no testiculo de ratos UChA e

UChB: Um mecanismo de plasticidade do desenvolvimento.
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Separacio Materna atenua efeitos deletérios do etanol no testiculo de ratos UChA e

UChB: Um mecanismo de plasticidade do desenvolvimento.

Resumo

Neste estudo foi avaliada a interferéncia da Separagdo Materna (SM), aplicada em
filhotes machos de ratos bebedores voluntarios de etanol, na estrutura e funcido das gonadas
no adulto, estudando a interag@o entre os efeitos do alcoolismo adulto na reproducdo e a SM
ocorrida durante o periodo pos-natal. Ratos Wistar, UChA e UChB (bebedores de baixa e
elevada quantidade de etanol a 10%) sofreram SM (240min) do 4° ao 14° dia de idade. Ratos
alcoodlicos submetidos a SM apresentaram maiores concentragdes plasmaticas de
corticosterona. Morfologicamente, os animais SM apresentaram preservacao do epitélio
germinativo e diminuicdo das atrofias total e do intersticio testiculares provocadas pela
ingestdo de etanol. Assim, confirmou-se a existéncia de interagdo entre os efeitos do
alcoolismo adulto e Separacdo Materna na reprodugdo, presumindo-se que informacdes
precoces, sobre condi¢des adversas na vida adulta, podem atenuar os efeitos do etanol no

testiculo de ratos alcodlicos, contribuindo para a reprodugao da espécie.

Palavras-chaves: Testiculo; Reproducdo; Separacdo Materna; Estresse; Etanol; Alcoolismo;

Ratos UChA e UChB; Toxicologia reprodutiva.
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1. Introducao

O fendtipo de um animal ¢ determinado através de uma complexa inter-relacao entre
seu gendtipo e eventos ambientais [1,2]. Eventos ambientais delineando o fenétipo ocorrem
frequentemente durante a infancia, sendo capazes de modificar respostas metabolicas
permanentes de homens e animais [2-7]. Essa plasticidade, durante o periodo de
desenvolvimento, pode ocorrer em todos os niveis de organizagdo, do comportamento até
estruturas anatdmicas, ainda que a possibilidade em modificar o desenvolvimento seja mais
evidente no comportamento que em estruturas anatomicas [1]. Eventos ambientais podem
fornecer sinais e estimulos que informam previamente as condi¢des ambientais que se vivera
na vida adulta, possibilitando ajustes no fenotipo para sobrevivéncia da espécie [1,7-10]. Em
circunstancias adversas, por exemplo, pequena estatura ¢ metabolismo lento podem facilitar a
sobrevivéncia, entretanto, elevada estatura e metabolismo acelerado sdo vantajosos ao sucesso
reprodutivo quando os recursos sao mais abundantes [3]. Ajustar o fenotipo de acordo com
informacdes da infancia pode ser altamente adaptativo e ser favorecido pela selecdo natural.
[1,7,9,10].

Sob esse aspecto, os cuidados maternos fornecem sinais e estimulos (térmicos,
somatossensorios, nutricionais, olfatorios, visuais e auditivos) para o adequado
desenvolvimento e crescimento durante a infancia, bem como contribuem para produzir
respostas adaptativas a fatores estressantes. Porém, a privagdo da presenca dos pais,
especialmente materna, pode romper com essa protecao e ser fator estressante durante o inicio
da vida [4,7,11-20]. Estudos clinicos e experimentais mostram que experiéncias adversas na
infancia, como abusos, negligéncias emocionais € morte dos pais, podem expressar seus
efeitos através do desenvolvimento de psicopatologias [11,13,16,21-24], dependéncia de

substancias de abuso [25-29] e alteragcdes no desenvolvimento e maturagao das fungdes dos
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orgdos na idade adulta [17,30-32]. Portanto, o desenvolvimento plastico pode,
paradoxalmente, gerar genotipos mal-adaptados e favorecer o desenvolvimento de doengas
[3,33].

Buscando compreender como essas influéncias ambientais na infincia produzem
conseqiiéncias a longo prazo, tém sido realizados diferentes estudos sobre privacdes didrias
dos cuidados maternos nas primeiras semanas de vida pds-natal de ratos. Como exemplo
desses modelos experimentais, a Separacdo Materna (SM) consiste de interrupgdes diarias dos
cuidados maternos por periodo prolongado (>1h). Ratos submetidos a SM tém manifestado na
vida adulta aumento do comportamento de ansiedade e hiper-reatividade permanente do eixo
hipotadlamo-hipofise-adrenal (HHA) em resposta a estimulos estressores [16,19,32,34-39]

O 4lcool, como estimulo estressor, ¢ agente toxico e perturbador da integridade das
fungdes fisioldgicas, bioquimicas e no desenvolvimento de estruturas organicas envolvidas na
reproducgao [40-43], bem como interfere na integridade dos eixos hipatalamo-hip6fise-gonada
(HHG) e HHA [44-47]. Alteracdes nos diferentes niveis do eixo HHG podem manifestar-se
no alcodlico cronico como: atrofia testicular, danos celulares ao epitélio germinativo e
esterilidade [40, 47,49].

Dessa forma, foi investigado se a Separagao Materna, aplicada em filhotes machos de
ratos bebedores voluntarios de etanol, interfere na estrutura e funcdo dos testiculos no adulto;
verificando se ha interagcdo entre a Separacdao Materna e os efeitos do alcoolismo adulto na

reproducao.
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2. Materiais e métodos

2.1. Animais

Os ratos das linhagens UChA (bebedores voluntarios de baixa quantidade de etanol) e
UChB (bebedores voluntarios de alta quantidade de etanol) foram provenientes do Biotério do
Departamento de Anatomia do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB), Universidade
Estadual Paulista (UNESP) e os ratos Wistar foram adquiridos do Centro Multidisciplinar
para Investigagcdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
Sao Paulo, Brasil.

Foram formados doze casais de cada linhagem (UChA, UChB e Wistar). Cada
linhagem formou dois grupos experimentais (Controle - Co e Separagdo Materna - SM), com
seis ninhadas cada. No dia do nascimento, estipulado dia zero, a ninhada foi padronizada com
oito filhotes, selecionando o maior nimero de machos possiveis. O nimero final de animais
por tratamento foi quatorze e o periodo total de experimento foi de 120 dias. O protocolo
experimental seguiu os principios €ticos em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal (COBEA) e submetido a apreciagdo do Comité de Etica em

Experimentacdao Animal do IBB/UNESP.

2.2. Indugdo de hiper-reatividade ao estresse por Separagcdo Materna (SM)

Os filhotes das ninhadas dos grupos SM foram separados da mae diariamente, durante
o Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (SHRP, do inglés stress-hyporesponsive period), do 4°
ao 14° dia de idade, sempre no mesmo hordrio. Durante a SM, os filhotes foram
individualizados em caixa com oito subdivisdes, uma para cada filhote, durante 4h. Os
filhotes foram acomodados em sala anexa, com temperatura de 30°C e a umidade superior a

50%. Posteriormente, foram devolvidos aos cuidados da mae, com a retirada da mae de sua
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caixa antes de retornar a prole. Os filhotes dos grupos controle ndo foram separados da mae,
apenas receberam os cuidados padrdo de manejo para criagdo de animais de laboratorio.

Os animais foram manejados por unico pesquisador do inicio ao fim da
experimentacdo. As maos do investigador foram lavadas em 4agua corrente, secas e esfregadas
na maravalha do forro das caixas da ninhada, eliminando os odores que pudessem levar a
rejei¢do da mae a prole. A sala de experimentacdo foi mantida isolada a0 maximo de ruidos
externos.

Os filhotes machos ap6s o desmame, aos 21 dias, foram alojados em caixas com o
minimo de dois e 0 maximo de quatro animais, evitando o estresse pelo isolamento social.

Aos 50 dias de idade foram individualizados e receberam manejo regular para a espécie.

2.3 Selecdo dos animais bebedores de etanol

Aos 65 dias de idade, os ratos UChA e UChB receberam, além de agua ad [libitum,
solugdo de etanol a 10%, durante um periodo de 15 dias, alternando as posi¢des das garrafas
(d4gua e dalcool) na caixa, durante as mensuragdes. Os animais da linhagem UChB que
apresentaram maior consumo de etanol foram selecionados (n=14) e na linhagem UChA
foram selecionados os animais com menor consumo de etanol (n=14). A administracdo de
etanol a 10% para os ratos UChA e UChB, juntamente com provimento de dgua, ambos ad
libitum, permaneceu até o final do experimento (120 dias).

O consumo de etanol foi mensurado em intervalos de quatro dias. A selecdao e
padronizagdo das linhagens UChA e UChB foram realizadas segundo Mardones & Segovia-
Riquelme [50].

Apos a selecao dos animais bebedores de etanol, quatorze animais permaneceram para
cada tratamento. Na linhagem Wistar também foi selecionado, ao acaso, o mesmo niimero de

animais.
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2.4. Coleta de materiais biologicos

Aos 120 dias de idade, os animais foram sacrificados e a coleta de materiais foi
realizada de acordo com dois procedimentos distintos: a) sete animais foram submetidos a
eutandsia por decapitacdo para avaliacdo das concentragdes hormonais plasmaticas do sangue.
Em seguida, os testiculos direitos foram coletados, pesados e fixados por congelamento a -
20°C para avaliagdo da quantidade de espermatides e produgdo didria de espermatozoides. Os
testiculos esquerdos foram coletados, pesados e medidos os eixos transversal e longitudinal;
b) apds anestesia, sete animais foram submetidos a perfusdo transventricular com solugao
fixadora de Bouin. Em seguida, os testiculos direitos foram dissecados e submetidos a rotina
histologica para andlises morfométricas e da estrutura do epitélio e do espago intersticial

(estroma).

2.5. Dosagens hormonais

A coleta do sangue foi realizada entre 8 e 10 horas, ap6s 12 horas de jejum. As
concentracdes plasmaticas de corticosterona, testosterona, FSH e LH foram dosados pelo
método de radioimunoensaio de duplo anticorpo, de acordo com o protocolo do fabricante

(NEN Life Science Products, USA).

2.6. Avaliag¢do da quantidade de espermdtides e produgdo espermatica diaria

Para a contagem espermatica, os testiculos direitos dos animais decapitados foram
coletados, pesados e congelados at¢ a homogeneizacdo. A tunica albuginea foi retirada e o
parénquima testicular foi colocado em tubo de ensaio de 15ml e pesado. Acrescentaram-se
Sml de solucao de 0,9% de NacCl, 0,05% de Triton X100 e 0,01% de Trimerosal (merthiolate).
Colocou-se a material no homogeneizador Ultra-Turrax (marca Janke & Kunkel Tka-Werk)

com pistilo de 10N por 50 segundos, passando em seguida pelo sonicador Thornton-Inspec
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Eletronica S/A na poténcia 6, com 80 mA por 30 segundos. Apds a diluicdo de 10 vezes na
mistura contendo TritonX100, uma pequena amostra foi transferida para duas camaras de
Neubauer (quatro campos por animal), procedendo a contagem das espermatides no estagio
19 (resistentes a homogeneiza¢do). O niimero de espermatides testiculares foi obtido pela
média das contagens multiplicado pelos fatores de dilui¢do. Na concentracdo espermatica
(nimero de espermatides por grama de testiculo), a média do numero de espermatides foi
dividida pelo peso do parénquima testicular. O célculo da producao diaria de espermatozdides
consistiu na divisdo da quantidade espermatica por 6,1: fator que corresponde ao numero de
dias que as espermatides maduras, estagio 19 da espermatogénese, estdo presentes no epitélio

germinativo [15].

2.7. Avaliagdo estrutural testicular e morfométrica dos tubulos seminiferos

Para analise da estrutura, o material fixado em Bouin foi lavado em alcool 70%,
desidratado, diafanizado, incluido em parapléastico e cortado com quatro micrometros de
espessura. Colegdes de laminas com cortes transversais foram coradas com Hematoxilina-
Eosina (HE), Tricromico de Masson (TMa) e Acido Periodico de Schiff (PAS). A estrutura do
epitélio seminifero e do intersticio testicular (estroma) foram analisadas e fotografadas no
microscopio ZEISS.

Para realizacdo de mensuragdes foi utilizado o Sistema de Andlise de Imagens
Computadorizado - AxioVision. Duas laminas histologicas por animal, coradas com HE,
foram utilizadas nas andalises morfométricas dos tubulos seminiferos. O diametros totais e da
luz do tibulo seminifero, a altura e area do epitélio germinativo (area total diminuida da area
da luz) e o nimero das células de Sertoli foram avaliados em 10 secg¢des tubulares transversais
por lamina nos estagios VII e X (pré e pos-espermiacao) do ciclo do epitélio germinativo por

animal.
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2.8. Volumes total, do intersticio e dos tubulos testiculares

O volume testicular (VT) foi determinado aplicando-se as medidas dos eixos
transversal (ET) e longitudinal (EL) na férmula: VT =4/3 nt (EL/2) (ET/2)2, [52].

A distribuicao percentual dos tiibulos seminiferos (TS) e do tecido intersticial (TI) foi
realizada pela contagem de pontos que incidiram nos tubulos seminiferos e tecido intersticial,
segundo técnica de Weibel [53]. Para tanto, foi utilizada tabela com 168 pontos distribuidos
em areas geometricamente iguais. Foram mensurados 20 campos por testiculo de cada animal,
em ocular de 10X. A determina¢do dos volumes ocupados pelos tubulos seminiferos (VTS) e
pelo tecido intersticial (VTI) foi realizada através das féormulas: VTS = VT X distribuicao

percentual de TS/100 e VTI = VT X distribui¢ao percentual de TI/100 [53].

2.9. Analise estatistica

O estudo estatistico das variaveis descritas foi realizado através da ANOVA e
complementado com o teste de comparacdes multiplas de Tukey para contraste entre médias
dos tratamentos. Os resultados foram expressos em média = erro padrdo da média. As

conclusdes estatisticas foram realizadas com 5% de significancia [54].
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3. Resultados

3.1. Ingestado de dlcool
Os grupos Separagdo Materna e Controle (respectivamente, SM e Co), das linhagens
bebedoras voluntarias de solugdo etanol a 10% (UChA e UChB) ndo apresentaram diferenga
significativa na avaliagdo da ingestdo média diaria de etanol, durante o periodo de tratamento
(expressada em gramas por quilograma de peso corpoéreo por dia), conforme mostrado na
Tabela 1.
A ingestao didria de etanol, entre os grupos experimentais SM e Co de cada linhagem, foi

similar em cada momento avaliado (Figura 1).

3.2. Mensuragoes corporeas e testiculares

Os dados de volume total, massas relativa e absoluta dos testiculos, assim como a massa
corporea do animal, s3o mostrados na tabela 2. A massa corpdrea final apresentou variagdes
significativas entre as linhagens. A menor massa corpdrea foi apresentada pela linhagem
UChB e a maior pela linhagem Wistar. Em relagdo aos grupos experimentais da linhagem
UChB, a massa corpdrea do grupo SM foi maior ao ser comparada com o Co. Nas demais
linhagens, ndao houve diferenga significativa entre SM e Co.

A exposicao cronica de etanol alterou significativamente o volume (VT) e a massa (MT)
testiculares, sendo menores nas linhagens bebedoras UChA e UChB e maiores na Wistar.
Entretanto, VT e MT apresentaram-se maiores nos ratos submetidos a SM e ingestdo de
etanol, enquanto que na linhagem Wistar os valores de MT e VT ndo apresentaram diferencas
significativas frente as condi¢cdes experimentais. As massas relativas (massa do testiculo/

massa corpérea) foram menores no Co UChA e maiores no grupo SM Wistar.
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3.3. Pardmetros da contagem espermatica
O numero de espermatides por testiculo e a producdo espermatica diaria (tabela 3) ndo

apresentaram diferenca significativa entre as linhagens e nas condi¢des experimentais.

3.4. Morfometria e estrutura testiculares

Assim como o VT, o volume do intersticio do testiculo da linhagem UChB foi
significativamente menor comparado com Wistar, enquanto valores intermedidrios foram
apresentados pelos ratos UChA (tabela 4). Os grupos SM das linhagens submetidas a ingestao
de etanol (UChA e UChB) apresentaram maior volume do intersticio testicular comparados
aos seus grupos Co. No intersticio testicular das linhagens UChA e UChB foi observado, além
de atrofia, redug¢do da substancia amorfa, aproximacdo das células de Leydig e capilares
linfaticos (Figura 2).

Ao analisar os tibulos seminiferos das diferentes linhagens e tratamentos, durante os
estagios pré e pos-espermiacao (respectivamente, VII e X) do epitélio seminifero, foram
verificadas iguais mensuracdes morfométricas de area (area do tibulo menos a area da luz),
diametro total e da luz, altura do epitélio e nimero de células de Sertoli. Diferentemente da
preservacao encontrada na morfometria e na estrutura do epitélio seminifero dos diferentes
grupos, em 30% dos ratos controles da linhagem UChB foram visualizadas lesdes nos tibulo
seminiferos (Figura 2). Os tubulos seminiferos desses animais apresentaram epitélio
totalmente desprovido de células da linhagem espermatogénica, sendo constituidos apenas por
células de Sertoli. Notou-se ainda, a presenga de espacos onde deveriam existir células
germinativas e auséncia de espermatozoéides na luz dos tibulos seminiferos (Figura 2). Esses

animais foram excluidos da morfometria por incapacidade de identificacdo dos estagios.
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3.5. Andlise hormonal

As concentragdes plasmaticas de FSH e testosterona ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos experimentais (Tabela 5). A linhagem UChB (0,36 + 0,04
ng/ml) apresentou redugdo significativa da concentragdo de testosterona plasmatica quando
comparada com a linhagem Wistar (0,88 + 0,20 ng/ml). O LH foi significativamente maior no
grupo SM da linhagem UChA. Entre as linhagens, o grupos SM UChA apresentou diferenca
significativa ao ser comparado com as demais linhagens (UChB e Wistar). Corticosterona foi
maior no grupo SM que no Co na linhagem UChB e menor na linhagem Wistar. Os valores de
corticosterona foram significativamente maiores na linhagem UChB, quando comparado com

a Wistar.
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4. Discussao

As linhagens de ratos UChA e UChB tém sido adotadas em investigagdes cientificas
relacionadas ao alcoolismo devido as suas caracteristicas de consumo voluntario de etanol.
Esse fenotipo, selecionado a partir da linhagem Wistar por décadas, apresenta perfis de baixo
e alto consumo voluntario de etanol, bem estabelecidos pelo trabalho pioneiro de Mardones
na Universidade do Chile, de onde originou o nome UCh [50]. A linhagem UChB apresenta
consumo voluntério de elevada quantidade de etanol (4-7 gramas de etanol por quilograma de
peso corpdreo por dia) e a linhagem UChA consumo baixo de etanol (0,1-2 gramas de etanol
por quilograma de peso corporeo por dia) [55]. Neste trabalho, o perfil de consumo de etanol
foi mantido nos animais UChA e UChB, mesmo quando submetidos & Separacdo Materna.
Esse resultado difere do observado em alguns estudos anteriores, onde eventos estressantes
durante a infancia de roedores, como a Separagdao Materna, favoreceram o consumo € a
dependéncia ao etanol [21,23,26]. Acredita-se que as divergentes respostas da ingestdo de
etanol de ratos submetidos ao estresse na infancia devem-se a diversidade de protocolos
experimentais adotados e a utilizacao de linhagens diferentes [56].

Foi observado que a ingestao cronica de etanol diminui, proporcionalmente, a massa
corporea ¢ o consumo de racdo (dados ndo mostrados). Os ratos UChB apresentaram massa
corporea menor em relagdo aos ratos UChA, enquanto os ratos Wistar, os valores maiores. O
etanol ¢ um alimento altamente energético, porém pobre em nutrientes, seu consumo,
substituindo alimentos necessarios ao desenvolvimento organico, leva a perda de peso e a
diminui¢do da disponibilidade de substancias necessarias ao metabolismo [57,58]. Entretanto,
apesar da perda de massa corporea, nao foram observados sinais de desnutri¢ao (como queda

de pélos) em ambas as linhagens bebedoras de etanol.
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A atrofia testicular observada esta correlacionada com as diferengas de consumo de
etanol entre as linhagens. Ratos UChB apresentaram valores de massa e volume testiculares
similares aos descritos na literatura para ratos Wistar puberes submetidos a ingestdo forcada
de etanol [42]. Em ratos UChA, valores intermediarios de massa ¢ volume testiculares foram
observados em relagdo aos ratos UChB e Wistar, demonstrando que a atrofia testicular ¢ dose
dependente. Em diferentes estudos, a atrofia testicular ¢ caracteristica patoldgica
predominante no aparelho reprodutor de humanos e ratos alcodlicos, estando normalmente
associada com a infertilidade, diminui¢do das concentra¢des plasmaticas de testosterona e LH
[40,42,59,60]. A atrofia testicular pode ser conseqiiéncia dos efeitos toxicos do etanol nos
diferentes niveis do eixo hipotalamo-hipofise-gonada [41,43,47,48,59,61,62]. Juntamente com
a atrofia testicular, foi observado que o volume do intersticio testicular dos ratos UChB foi
menor ao ser comparado com o dos ratos Wistar, enquanto valores intermediarios foram
apresentados pelos ratos UChA. Além disso, o intersticio testicular das linhagens UCh
apresentou aproximacdo das células de Leydig e capilares linfaticos pela reducdao da
substancia amorfa (linfa). A concentracdo plasmatica de testosterona também apresentou
valores inferiores nos ratos que ingeriram etanol, expondo possiveis danos funcionais nas
células de Leydig. Estudos in vitro e in vivo t€tm demonstrado que o etanol causa lesdes na
estrutura das células de Leydig, comprometendo sua fun¢do na esteroidogénese [43,63,64]. A
producdo e a secregdo da testosterona sdo fundamentais para a espermatogénese € o trofismo
testicular [43], o que justifica a atrofia testicular e a tendéncia a diminui¢cdo da produgdo
diaria de espermatozodides observada nas linhagens bebedoras de etanol.

Entretanto, ao se analisarem os tubulos seminiferos das diferentes linhagens e
tratamentos, ndo foram verificadas alteragdes nas mensuragdes morfoldgicas da éarea,
diametro total e da luz, altura do epitélio e numero de células de Sertoli (exceto em 30% dos

animais controles da linhagem UChB). Resultados similares foram descritos em ratos puberes
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e adultos que foram expostos ao etanol e apresentaram atrofia testicular, infertilidade,
diminui¢do da produgdo diaria de espermatozoides e androgenos, sem confirmar alteragdes
morfologicas ou morfométricas no epitélio germinativo [40,42]. Em ratos alcodlicos, a
integridade das jungdes intercelulares e do epitélio foi relatada juntamente com alteragdes
endocrinas e na ultra-estrutura celular [43,65]. Salonen em 1989 [65] verificou que células
germinativas sdo de alguma forma mais protegidas do que as células testiculares intersticiais,
pois do intersticio testicular para os tibulos seminiferos ¢ verificada diminuicdo da
concentragdo de etanol; justificando os resultados observados nas linhagens UChA e UChB.
Isso pode explicar porque danos nas células de Leydig e alteracdes da secrecdo de
testosterona sdo as principais alteragdes na exposicao ao etanol. O consumo crénico de etanol
tem sido visto em nosso estudo, afetando primeiramente o intersticio do que os tubulos
seminiferos e a rede testicular, o que explica porque distarbios endocrinolégicos normalmente
precedem a efeitos na fertilidade. A diminuig¢ao da penetracao do etanol na rede testicular e no
interior dos tibulos seminiferos ¢ atribuida a presenca de juncdes especializadas do endotélio
capilar, das células miodes e principalmente das células de Sertoli [65]. Esse complexo
intitulado de barreira hemato-testicular tem sido visto gerando um microambiente propicio ao
desenvolvimento espermatogénico, através da diminui¢do da entrada de substancias
antibioticas, como elementos quimioterapéuticos, drogas de abuso e anticorpos [66-68].

Em nosso experimento, a Separagdo Materna na infancia dos ratos que ingeriram
etanol apresentou correlacdo com a concentracao plasmatica de corticosterona na vida adulta,
sendo maiores em ratos submetidos a Separacao Materna. Tem sido relatado [35,69,70] que
ratos submetidos a Separacdo Materna durante as primeiras semanas de vida apresentam
prolongado aumento dos niveis plasmaticos de corticosterona a estimulos estressantes na vida
adulta. Tal manifestagdo tem sido atribuida a diminui¢do da eficiéncia da regulacdo do

feedback da corticosterona no hipotdlamo, o que torna o eixo HHA hiper-responsivo ao
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estresse [35]. Portanto, juntamente com dados reportados na literatura especializada, sugere-se
que o etanol ingerido na vida adulta ¢ um agente agressor que estimula a atividade do eixo
HHA na liberagdo da corticosterona em ratos submetidos a Separagdo Materna. Além disso,
ratos submetidos a Separacdo Materna que ndo ingeriram etanol (Wistar), ou seja, ndo foram
submetidos a tal estresse quimico, apresentaram diminui¢do nas concentracdes plasmaticas de
corticosterona em relacdo aos controles (sem Separacdo Materna). Sabe-se que apds a
ingestdo, o etanol plasmdtico ¢ metabolizado enzimaticamente no figado para acetaldeido,
substdncia nociva e altamente toxica ao organismo [45]. Em seguida, a enzima ALDH
metaboliza o acetaldeido a acido acético. Porém a incapacidade de metabolizagdo do
acetaldeido na ingestdo cronica de etanol e seu acimulo conduzem a toxicidade orgénica e
estimulam a atividade do eixo HHA. Ratos expostos a ingestdo cronica de etanol apresentam
maior atividade do eixo HHA pela elevada sintese e liberagdo de CRF (fator liberador de
corticotrofina), aumentando os niveis séricos de ACTH (hormoénio adrenocorticotrofico) e,
conseqiientemente, de corticosterona, embora alguns graus de tolerancia possam ser
observados [47]. Verificou-se ainda que o estimulo da atividade do eixo HHA pela ingestao
de etanol acontece em ratos jovens (3-6 meses de idade), sendo que em ratos de meia idade (9
meses) o etanol diminui concentragdes plasmaticas de ACTH e corticosterona. Essa liberagao
de corticosterona das adrenais parece inibir a secrecdo de testosterona através dos receptores
glicocorticoides testiculares localizados no intersticio testicular [71,72]. Também a
diminui¢do das concentragdes de corticosterona plasmatica através da retirada cirurgica das
adrenais tem inibido a secrecdo de testosterona [73-75]. Portanto, dados na literatura indicam
que ha niveis ideais de corticosterona plasmatica para a adequada producao e liberacdo de
testosterona. Apesar de concentragdes plasmaticas de testosterona nao terem sido alterados

em nosso experimento, alteracdes de testosterona tecidual e relagdes paracrinas nao devem ser
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desprezadas, uma vez que receptores de corticosterona foram encontrados nas células dos
tubulos seminiferos [36,76,77] e intersticio testicular [36,78,79].

Apesar da hipotese inicial de que elevagdes de corticosterona provindas da Separacao
Materna potencializariam os efeitos nocivos decorrentes da ingestdo cronica de etanol,
observou-se que os ratos UChA e UChB submetidos a Separacdo Materna apresentaram
atrofia testicular menor (diminuicdo de massa e volume) comparados aos seus controles.
Associada a diminui¢do da atrofia testicular, foi verificado o aumento do volume intersticial
testicular com ratos alcodlicos Separacdo Materna comparados aos controles. A preservacao
do espago intersticial testicular ¢ importante para passagem de fluido com substancias
bioativas necessarias ao desenvolvimento e manuten¢do testicular, pois a diminuicdo do
volume de fluido intersticial pela ingestdo de etanol, freqiientemente associada a diminuicao
de produgdo de testosterona e atrofia testicular, reflete na supressao da vasopermeabilidade
testicular e diminuicdo do acesso a hormodnios, nutrientes, células ¢ substancias
biologicamente ativas direcionadas as células alvo do intersticio testicular e tibulo seminifero
[80,81,82]. O fluido do espaco intersticial desempenha fungdes importantes a fertilidade
masculina, uma vez que a maioria dos casos de infertilidade idiopatica de homens ¢ atribuida
a perturbagdes dos sistemas pardcrinos de controle testicular [83]. Além das alteragdes do
intersticio testicular, ¢ relatado que a diminui¢do da producdo de espermatozoides pode
contribuir para a atrofia testicular [42]. Nesse aspecto, os valores médios de volume e massa
testiculares verificados em ratos alcodlicos nivelam paralelamente aos valores de produgao
espermatica diaria e nimero total de espermatides testiculares, existindo tendéncia a valores
maiores em ratos submetidos a Separagao Materna do que em ratos controles.

Associado as observagoes de diminui¢do da atrofia testicular total e intersticial em
ratos submetidos a Separacdo Materna, somente em animais controles que ingeriram elevada

quantidade de etanol (30% dos ratos UChB) foram observadas lesdes na estrutura do epitélio
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germinativo. As alteragdes encontradas nos tubulos seminiferos assemelham-se aquelas
descritas pela acdo de medicamentos quimioterapéuticos radioativos e de testiculos expostos a
elevadas temperaturas, onde o epitélio encontra-se desprovido de células da linhagem
germinativa, restando somente as células de Sertoli [84,85]. Lesdes intermediarias no epitélio
germinativo, verificando a perda parcial de células espermatogénicas no epitélio seminifero,
ndo foram observadas no estudo morfologico. Sabendo que as células germinativas sdo
sensiveis a a¢do do etanol ou do acetaldeido, a perda da capacidade de contencdo da barreira
hemato-testicular causa lesdes de grande extensdo, como observado em alguns dos ratos
UChB. Esse processo foi observado na ruptura de outras barreiras teciduais, como no urotélio,
pela ingestdo de etanol [86].

Portanto, devido ao conjunto de observacdes realizadas dos parametros reprodutivos
dos diferentes grupos, verificou-se que a Separagdo Materna, durante as duas primeiras
semanas de vida, pode atenuar os efeitos prejudiciais encontrados pela ingestdo cronica de
etanol. Ao observar eventos pds-natais modificando respostas no adulto, verificou-se que o
periodo no qual os animais sao submetidos a Separacao Materna ¢ critico ao desenvolvimento
do organismo, pois processos vitais como migragao celular, proliferagao, diferenciacido e
alguns sistemas de neurotransmissao de excitagcdo e inibicdo alcangam a maturidade [87,88].
Esse periodo, caracterizado pela quienscéncia do eixo HHA em responder com aumento de
corticosterona a influéncias externas (periodo hipo-responsivo ao estresse - SHRP) ¢
encontrado somente em roedores e parece prevenir ¢ adequar respostas do eixo a atividade
futura, relativa as condi¢gdes ambientais presentes [35,36,89,91]. A Separagao Materna sugere
um ambiente estressor, pois a auséncia da mae priva os filhotes de cuidados maternos
essenciais [12], reduz a temperatura corporal, a freqiiéncia da amamentagao e os cuidados a
excre¢ao [92]. Segundo estudos de Macri & Wiirbel [1] o estresse ambiental (evocagdo de

medo e estresse) e alteragdes dos niveis de cuidados maternos podem independentemente ser
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usados pelos filhotes como sinal de adversidade do ambiente futuro, ocorrendo ajuste
adaptativo do fenotipo, modificando a resposta do sistema neuroendocrino em situagdes de
estresse. Ajustar o fendtipo de acordo com tais indicagdes do ambiente pode ser altamente
adaptavel e consequentemente favoravel a selecdo natural [3,7,10]. Assim, em nosso
experimento verifica-se que a plasticidade no periodo SHRP contribui com ajustes adaptativos
para a superacdo das possiveis adversidades futuras a reprodugdo, pois a Separagdo Materna
apresentou-se atenuadora dos efeitos danosos do etanol a indicadores reprodutivos. Acredita-
se que possiveis dificuldades relatadas em manter a saude do animal, como o surgimento de
disturbios metabolicos [19,32,35-38,93], possam ser originadas em fun¢cdo de modificagdes
em respostas metabolicas na tentativa de manter as fungdes reprodutivas.

Portanto, foi verificado neste trabalho, sob as condi¢des experimentais aqui
empregadas ¢ o modelo bioldgico adotado que o etanol como agente agressor € capaz de
interagir com os efeitos da Separagdo Materna, evidenciado nas concentragdes plasmaticas de
corticosterona elevadas e na capacidade de atenuagdo dos efeitos deletérios do etanol na

estrutura do testiculo de ratos alcoolicos submetidos a Separacao Materna.
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Tabela 1
Ingestdo média diaria de etanol durante o periodo de tratamento (g/kg/dia) de ratos UChA e
UChB submetidos a Separa¢do Materna (SM) e Controle (Co)

Grupos experimentais

Linhagens SM Co
UChB 7,03 +0,3B 6,53+0,45B
UChA 1,69+ 0,16 A 2,09+ 0,20 A

Os dados representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.). Letras diferentes indicam os grupos que diferem
estatisticamente (p<0.05). A ingestdo de etanol é expressa em gramas por quilogramas de peso corpdreo por dia.
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Ingestao de etanol (g/kg/dia)

80 87 94 101 108 115 120
Momentos (dias)

Figura 1. Média da ingestdo de etanol (g/kg/dia) de ratos (UChA e UChB) submetidos a
Separacdo Materna (SM) e Controle (Co) durante varios momentos do experimento.
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Tabela 2

Volume, massa dos testiculos (relativa e absoluta) e corpérea dos ratos Separagao Materna
(SM) e Controle (Co) das linhagens UChA, UChB e Wistar.

Parametros Grupos-Linhagens

SM-UChB Co-UChB SM-UChA Co-UChA SM-Wistar Co-Wistar
Massa corporea(g)  350,0+13,2bA 315,7+10,2aA  364,0+4,9aA 371,1+4,7aB  398,2+8,9aB  385,0+9,9aB
MT Esquerdo(g) 1,57+0,05bA  1,29+0,08aA  1,66+0,03bAB  1,55+0,03aB  1,87+0,07aB  1,89+0,02aC

MT Direito 1,50£0,03bA  1,23+0,08aA  1,55£0,03bA  1,43+0,03aA  1,74+0,06aB  1,76+0,03aB
(s/alb.)(g)

VT Esquerdo (mm®) 1586+58bA 1238+75aA 1641+37bA 1497+58aB 1938+100aB ~ 1971+39aC

MrT 0,43£0,011aA 0,414£0,017aA  0,45£0,006aA  0,40£0,007bA  0,44+£0,009aA 0,47+0,015bB

Os dados representam as médias + E.P.M. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. As letras
maitsculas representam a diferenga entre linhagens e as mintisculas entre as condigdes experimentais SM e Co.

Legenda: MT = massa do testiculo, VT = volume do testiculo, MT (s/alb.) = massa do testiculo sem a tinica
albuginea e Mr = massa relativo.
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Tabela 3
Parametros de contagem espermatica das linhagens submetidas a Separacao Materna (SM) e
Controle (Co).

Parametros Grupos-Linhagens

Numero de espermatides
(x10%testiculo)
Numero de espermatides
(x10%g/testiculo)
Produgédo espermatica diaria
(x10%testiculo/dia)
Produgédo espermatica diaria
(x10%g/testiculo/dia)

SM-UChB
180,1£7,52

119,5+4,48
29,53+1,23

19,60+0,73

Co-UChB
155,6+16,11

12434523
25,5042,64

20,38+0,85

SM-UChA
170,3+11,37

109,4+5,40
27,91+1,86

17,93+0,88

Co-UChA
164,5+5,59

115,4+3,39
26,96:0,91

18,91£0,55

SM-Wistar
190,1£10,28

108,8+5,74
31,17+1,68

17,84+0,94

Co-Wistar
198,8+12,15

112,8+5,80
32,59+1,99

18,49+0,95

Os dados representam as médias = E.P.M.
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Volume dos tibulos e intersticio testiculares dos ratos Separacdo Materna (SM) e Controle
(Co) das linhagens UChA, UChB e Wistar.

Volume (mm”)

Linhagens Grupos Intersticio Tubulo Seminifero

UChB SM 78,55 +2,91bB 1507,55 + 55,85bA

Co 59,73 + 3,64aA 1179,16 = 71,87aB

UChA SM 104,58 = 1,64bA 1537,39 + 24,14bA

Co 86,19 + 3,39aA 1411,29 & 55,54aA

Wistar SM 211,10 +£10,90aC 1726,92 + 89,22aA
Co 224,52 +4,54aC

1746,92 + 35,32aC

Os dados representam as médias + E.P.M. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. As letras
maiusculas representam a diferenga entre linhagens e as minusculas entre as condigdes experimentais SM e Co.
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Tabela 5
Concentragdes hormonais plasmaticas de LH, FSH, testosterona e corticosterona (ng/ml), das
linhagens (UChA, UChB e Wistar) submetidas a Separacdo Materna (SM) e Controle (Co)

Linhagem Grupos Hormdnios -

FSH LH Testosterona Corticosterona

UChB Controle 10,9+0,9 aA 0,3+0,1 aA 0,4+0,1 aA 30,3+7,4 aA

Separagao 9,9+2,0 aA 0,6+0,2 aA 0,3+0,0 aA 67,249,4 bB

UChA Controle 11,6+1,1 aA 0,7+0,3 aA 0,4+0,3 aA 15,745,2 aA
Separagao 11,2+1,4 aA 2,0+0,6 bB 0,5+0,2 aA 39,2+14,7 aAB

Wistar Controle 10,6+2,5 aA 0,8+0,2 aA 1,1£0,3 aA 46,5+11,3 bA

Separacao 6,9+1,0 aA 0,5+0,3 aA 0,7+0,1aA 18,3+5,8 aA

Os dados representam as médias + E.P.M. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si. As letras
maitsculas representam a diferenca entre linhagens e as mintsculas entre as condi¢des experimentais SM e Co.
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Figura 2. Fotomicrografia dos intersticios testiculares dos animais Wistar, UChA e UChB.
Em UChB Co (Controle), evidencia-se alteracdes presentes em 30% dos tibulos seminiferos

de ratos bebedores ndo manipulados com o procedimento de separacdo materna. Coloragao
em H.E.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que o etanol, como agente agressor, sob as condi¢gdes experimentais aqui
empregadas e o modelo biolégico adotado, ¢ capaz de interagir com os efeitos da Separagao
Materna, evidenciado nas concentracdes plasmaticas de corticosterona elevadas e na
capacidade de atenuacdo dos efeitos deletérios do etanol na estrutura do testiculo de ratos

alcoolicos submetidos a Separagdo Materna.
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