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RESUMO

Experiéncias adversas na infincia estdo associadas ao abuso de édlcool e de outras
drogas na adolescéncia e na vida adulta. Criancas e adolescentes maltratados manifestam
distdrbios do sistema biolégico de resposta ao estresse. A exposicdo crOnica a fatores
estressantes aumenta a atividade do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA) e,
concomitantemente, reduz a atividade do eixo hipotalamo-hipédfise-génada (HHG). Assim,
sabe-se que estresses sociais e ambientais produzem os efeitos deletérios na funcido
reprodutiva. No entanto, a maior parte dos trabalhos relacionando os efeitos deletérios do
estresse sobre as funcdes reprodutivas masculinas estd direcionada para a investigacao de
horménios, raros sdo os relatos sobre aos efeitos do estresse sobre a vesicula seminal e
glandula de coagulac@o. Pouco é conhecido sobre a complexa relagdo entre o estresse, o
alcoolismo e as alteragdes dos genitais masculinos. Considerando as linhagens de ratos
UCh, o conhecimento da alteragdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-testiculo e estresse durante
a selecdo das linhagens UCh, despertou-se interesse na investigacdo do estresse neonatal
sobre a vesicula seminal e glandula de coagulagdo destas linhagens, jd que as alteracdes
morfofisiolégicas sobre os sistemas genitais masculino e feminino foram confirmadas.
Além do que, muitos 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 ha interacdo entre a separacdo
materna e o alcoolismo sobre a estrutura da vesicula seminal e gldndula de coagulacdo de
ratos machos UCh. Metodologia: avaliagdo hormonal das concentracdes plasmdticas de
testosterona e corticosterona, andlise estrutural, morfométrica, da proliferacdo celular da
vesicula seminal e glandula de coagulacdo e imuno-histoquimica para proteina p63 e
receptores de andrégenos. A separacdo materna altera a estrutura epitelial da vesicula
seminal e glandula de coagulacdo e as concentragdes plasmadticas de testosterona e
corticosterona. Conclui-se que hd interacdo entre a separacdo materna e a ingestdo de
etanol sobre a vesicula seminal e glindula de coagulagdo, atuando sobre os eixos HHG e

HHA, podendo levar a potencializag¢do das respostas sobre a reproducao.

Palavras-chave: etanol, separacdo materna, vesicula seminal, glandula de coagulacio, ratos

UCh



ABSTRACT

In childhood, traumatic experiences are associated with alcohol and other drugs
dependence in adolescence and adult life. Maltreated children and teenagers display
biological disturb related in response to stress. Chronic exposure to stressfull factors
increases the activity of the hypothalamic-hypophyseal-adrenal (HHA) axis and also
reduces the activity of the hypothalamic-hypophyseal-gonaldal (HHG) axis. Thus, it is
know that social and environmental stressing factors produce impairing effects on
reprodutive functions. However, the most part of studies related to the harmful effects of
stress on the seminal vesicle and coagulating gland 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 strain selections, there was an interest in investigating the effects
of neonatal stress on the seminal vesicle and coagulating gland of this lineage, since
morphophysiological alterations in both male and female genital tracts have already been
reported. Futhermore, 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 has
the purpose to investigate and evaluate whether maternal separation and the alcoholism
interposes on the seminal vesicle and coagulanting gland of the UCh rats. Methods:
plasmatic testosterone and corticosterone levels evaluation, morphometric analysis of the
cell proliferation, p63 protein and androgen receptor immunohistochemistry. Concluded
that there is an interaction between the maternal separation and ethanol consumption on the
seminal vesicle and coagulating gland, acting on the HHG and HHA axis, which might it

be leading to large response of the reproduction.

Keywords: ethanol, maternal separation, seminal vesicle, coagulating gland, UCh rat
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I - INTRODUCAO

1.1 Alcoolismo

O alcoolismo é uma doenca mundial que impulsiona os individuos ao hébito para
obtencao do alivio das tensdes psico-emocionais e também pela libertagdo de desconfortos
fisicos. Trata-se de uma patologia que possui um dos diagndsticos clinicos mais freqiientes,
causando morbidade e morte prematura (PURPITZ-FILHO, 1987).

GIACHETI (1996) conceitua o alcoolismo como o conjunto de fatores patolégicos
e psicoldgicos que podem levar ao consumo excessivo € a dependéncia cronica de etanol.
Segundo a CID 10 (Classificacdo Estatistica Internacional de Doengas e Problemas
relacionados a Saude), o alcoolismo consiste numa ingestdo abusiva ou prolongada de
bebidas alcodlicas, a ponto de criar hdbito, dependéncia ou vicio causando transtornos
mentais e corporais.

O consumo de bebidas alcodlicas é comum e faz parte do habito e da cultura no
mundo atual. A quantidade de 4lcool consumida determina o uso social ou indiscriminado
desse habito. O etanol ou dlcool etilico € uma substancia psicoativa capaz de produzir
alteragcdes no funcionamento do sistema nervoso central (SNC), podendo provocar
alteracdes no comportamento dos individuos consumidores. Por ter efeitos prazerosos,
induz a repeticdo (BRASIL, 1994).

Devido a industrializacdo, houve aumento significativo da producdo de bebidas
alcodlicas e de sua distribuicdo, intensificando o consumo pela facilidade de
comercializag¢do e obten¢@o. O abuso no consumo de dlcool tem provocado o aumento nos
problemas médicos e psicossociais relacionados as sindromes alcodlicas. Em decorréncia
do uso abusivo do alcool observa-se o aumento da morbidade e da mortalidade (LIMA,
1997). A dependéncia de dlcool acomete 10 a 12% da populagcdo mundial e 15 a 20% da
populacio brasileira (LARANJEIRA, 2003).

Os problemas relacionados ao consumo de etanol sdo comparados aos causados
pelo consumo de tabaco e pela pratica de sexo sem protecdo. As complicagdes relacionadas
ao consumo de etanol ndo estdo necessariamente relacionadas ao uso crénico. Intoxicagdes
agudas, além de trazer riscos diretos a sadde, entre outras conseqiiéncias, deixam os
individuos mais propensos a acidentes de transito, diminui o rendimento escolar, modifica
o comportamento social (LARANJEIRA, 2003). Assim, as complicacdes oriundas do

consumo de dlcool, tanto fisicas como psiquicas, t€m repercussdao no meio social, sendo
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considerado um dos mais graves problemas de satde publica no Brasil (FORTES &
CARDO, 1991).

Os vdrios tipos de bebidas alcodlicas apresentam caracteristicas hidrofilicas,
chegando a ser 30 vezes mais solivel em dgua do que em lipidios. Apesar de sua
caracteristica hidrofilica, o etanol tem capacidade de difundir-se facilmente por entre as
membranas bioldgicas, com excecdo da pele, e, principalmente, através da mucosa
gastrointestinal. Também pode difundir-se, em menor parte, através do epitélio pulmonar
por inalacdo e através da bexiga urinaria (GEOKAS et al., 1981; KALANT, 1983; CLAIR,
1991).

1.2 Metabolismo do etanol

O élcool é consumido devido ao seu efeito psicoativo, porém existem fatores que
influenciam seu metabolismo e determinam seu efeito toxico, portanto, suas acdes nocivas
sdo mediadas por seus metabélitos (CALLABERIA, 2003).

Devido a sua grande capacidade de difusdo, o etanol incorpora-se a todos os
liquidos corpdreos, leite materno, liquidos amnidtico e ascitico, humor vitreo, liquor, bile,
urina, saliva, placenta, podendo apresentar-se extra e intracelular (GEOKAS et al., 1981;
KALANT, 1983; CLAIR, 1991). Do total de etanol absorvido por difusao, 80 a 90% ¢é
metabolizado no figado, dois a 10% ¢é excretado de forma inalterada pelos rins, pulmdes,
suor ou saliva (CLAIR, 1991), sendo que o restante ¢ metabolizado no cérebro e musculos
estriados esqueléticos (FORTES, 1975).

O metabolismo do etanol ocorre no figado e produz substincias téxicas, como o
acetaldeido e o acetato, que podem prejudicar ou impedir a capacidade hepdtica de
metabolizar outras substancias, incluindo esteréides, vitaminas, nutrientes € compostos
organicos estranhos ao organismo (PALMER, 1989).

No hepatécito ha trés vias metabdlicas com a capacidade de oxidar o etanol em
aldeido acético. Na 1* via o etanol € convertido a aldeido acético pelo sistema da enzima
dlcool desidrogenase, que é principal enzima envolvida na oxidag¢do do etanol (75 a 90%).
Na 2? via aproximadamente 25% do etanol é oxidado pelo sistema microssomal (MEOS)
presente no reticulo endoplasmatico liso. A 3? via de oxidagdo do etanol envolve a enzima
catalase, localizada nos peroxissomos, responsavel por apenas 10% da oxidacdo do etanol.

Na segunda etapa, o acetaldeido é convertido em acetato e 4gua, principalmente, através da
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enzima acetaldeido desidrogenase, encontrada no citosol e na matriz mitocondrial do

hepatdcito (PURPITZ-FILHO, 1987).

1.3 Modelos experimentais de alcoolismo

Na literatura cientifica especializada hd muitos relatos de pesquisas que se utilizam
modelos animais experimentais no estudo de patologias humanas. Os roedores constituem
um dos modelos experimentais mais utilizados no estudo do alcoolismo, permitindo aos
pesquisadores conduzir os experimentos sem dificuldades e problemas éticos.

Desde a década de 40, pesquisadores tém conduzido pesquisas com roedores que
possuem preferéncias ao consumo de etanol. Esses estudos relatam que ratos e
camundongos bebem mais dlcool do que 4gua em concentracdes baixas de dlcool (até 6%
v/v), pelo fato da solugdo de etanol apresentar sabor doce. Entretanto, em experimentos
onde foram oferecidas aos animais concentracdes elevadas de etanol, observaram-se
diferengas entre individuos e entre as linhagens na preferéncia pela ingestdo de dlcool.
Essas observagcdes sugerem que os animais preferem primeiramente o dlcool pelo sabor
que pelo seu efeito estimulador sobre o sistema nervoso central (SPANAGEL, 2000).

A alta variabilidade na preferéncia ao etanol entre os individuos e entre as
linhagens permitiu aos estudiosos selecionarem linhagens de ratos e camundongos para a
preferéncia ao etanol, gerando pares de animais que sdo caracterizados por consumir niveis
baixos ou altos de dalcool (SPANAGEL, 2000).

QUINTANILLA et al. (2001) relataram a existéncia de linhagens de animais com
preferéncia ao consumo de 4lcool ou aversdao. Segundo os autores, os consumidores
voluntdrios apresentam propensdo genética para beber alta quantidade de 4lcool
determinada por multiplos genes que regulam fatores neurobioldgicos de predisposicdo. A
aversdo ao etanol € indicada pela reducdo no consumo pelo gosto da solucdo em
exposi¢des consecutivas.

Na literatura sdo descritas duas variedades de ratos originadas da linhagem Wistar
que consomem baixa quantidade de etanol (UChA) e alta quantidade de etanol (UChB).
Nos ratos UChB o etanol pode exercer propriedade euférica ou satisfatéria, por outro lado
nos ratos UChA mostrou-se estimulante com relagdo a atividade locomotora, ndo sendo
verificado em ratos UChB (MARDONES & SEGOVIA-RIQUELME, 1983
QUINTANILLA & TAMPIER, 1995; QUINTANILLA et al., 2001).



13

A quantidade de etanol consumida por ratos Wistar machos estd associada a
atividade da enzima aldeido desidrogenase (ALDH) no cérebro. Os ratos UChB (bebedores
voluntdrios geneticamente selecionados para o consumo de alta quantidade de etanol)
exibem maior atividade da enzima ALDH do que os UChA (bebedores voluntirios
geneticamente selecionados para o consumo de baixa quantidade de etanol)
(QUINTANILLA & TAMPIER, 1995).

A linhagem UCh € considerada um modelo raro para pesquisa experimental e
estudos dos fatores genéticos, ambientais, bioquimicos, fisiolégicos, farmacoldgicos,
nutricionais e comportamentais relacionados aos efeitos do dlcool e sua conseqiiente
relacdo ao alcoolismo humano (QUINTANILLA et al., 2006; TAMPIER et al., 2000).

As linhagens de ratos Sardinian alcohol-nonfrererring (SNP) e Sardinian alcohol-
preferring (SP), seletivamente originadas de ratos Wistar, juntas constituem mais um
exemplo de modelos experimentais para o estudo comparativo de preferéncia e consumo
de alcool. Nesses animais verificou-se que a exposi¢do precoce ao dlcool pode provocar
mudancas na vocalizacio ultra-sdnica durante a atividade de corte e copula, interferindo na
motivacio sexual. Os ratos SNP e SP sdo considerados ferramentas valiosas para avaliar as
influéncias da sensibilidade ao 4lcool no neurocomportamento, sugerindo que fatores
genéticos poderiam contribuir para variabilidade de resultados observados depois da
ingestdo gestacional do abuso de drogas (CACIANO et al., 1998; LI et al., 2001).

As linhagens AA (Alko Alcohol) e ANA (Alko Nonalcohol) de Helsinki (Finlandia)
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)
originados em Indiandpolis (EUA) sdo modelos experimentais de ratos que exibem

preferéncia ou aversao ao consumo voluntario de etanol.

1.4 Efeitos do etanol no sistema genital masculino

Diversos distirbios generalizados provocados pela ingestdo do etanol e pela acdo
de seus metabdlitos s@o relatados em vdrios sistemas orgénicos incluindo os sistemas
nervoso, circulatério, digestdrio, urindrio e genital. O etanol age diretamente no figado,
pancreas, intestinos, glindulas enddcrinas e glandulas sexuais acessérias (KORSTEN &
LIEBER, 1979; HIRATA & HIRATA, 1991, GOMES et al., 2002; FAVARO &
CAGNON, 2006; CANDIDO et. al., 2007).
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Os efeitos nocivos do etanol no sistema genital masculino t€ém sido demonstrados
através de varios métodos para a indug¢do do alcoolismo. Uma das conseqiiéncias do
alcoolismo é o hipogonadismo que é observado no homem e nos animais de laboratério. O
etanol pode agir diretamente nas gonadas alterando a sintese de testosterona testicular e
também agir indiretamente provocando mudancas no eixo hipotdlamo-hipdfise-gonada
(FAVARO & CAGNON, 2006; CANDIDO et al., 2007). BANNISTER & LOSOWSKY
(1987) e ADLER (1992) relatam que a sintese de testosterona é comprometida no
alcoolismo, pois o etanol e seus metabdlitos reduzem a concentracdo de receptores do
hormdnio luteinizante nas células de Leydig no intersticio do testiculo humano.

Segundo KIM et al. (2003), o etanol inibe a funcdo reprodutiva em humanos,
macacos € em pequenos roedores e atua em varios locais provocando a desregulacdo do
eixo hipotalamo-hipéfise-gonada (HHG), a inibi¢c@o da liberagdo do hormdnio luteinizante
(LH) e diminuicao da testosterona. Os autores sugerem que o etanol atua primariamente no
hipotdlamo. Portanto, a administracdo prolongada de etanol resulta em inibicdo da
atividade reprodutiva de ratos machos no eixo HHG. A principal implicag@o € a supressdo
de GnRH (hormdnio liberador de gonadotropina) no hipotdlamo, causando a diminuicio da
testosterona. Sabe-se que as estruturas das glandulas sexuais acessérias sao dependentes de
testosterona, secretada pelas células de Leydig dos testiculos e metabolizada nas células
em estradiol (pela aromatizag@o) e diidrotestosterona (pela 5 o-redutase). Desse modo, o
principal hormoénio para a atividade do comportamento sexual em ratos machos € o
estradiol, resultante da aromatiza¢do. Em relacdo a absor¢do cronica de doses moderadas
de etanol, CACIANO et al. (1998) sugerem ndo ter efeitos a curto ou longo prazo na
atividade copulatéria de ratos machos. Essas doses moderadas de etanol ndo produzem
tolerdncia nem dependéncia, portanto, ndo tem efeitos adversos consistentes na fungao
sexual de ratos, mas observam-se diferencas em relacio ao perfil da sindrome
comportamental obtida em compara¢do com animais modelos de dependéncia de etanol.

Um dos impactos sociais do dlcool € a infertilidade, de grande importancia para a
sociedade, especialmente no caso de consumidores cronicos cujos problemas com bebidas
sdo originados durante a adolescéncia. BAUMBACH (2002) relata que metade dos
adolescentes e adultos expostos ao dlcool no periodo pré-natal demonstram comportamento
sexual inapropriado, conceituado por problemas no avango sexual. As principais alteracdes
morfofisiolégicas observadas foram lesdes nas células testiculares ou atrofia testicular,
diminui¢@o na concentragdo espermatica, reducdo do didmetro dos tibulos seminiferos, dos

niveis séricos de testosterona, reducdo do peso das glandulas sexuais acessorias e reducio
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da altura das células epiteliais secretoras da vesicula seminal, lobo dorsal e lateral da
préstata. Esses efeitos podem levar a infertilidade, impoténcia sexual (por diminuicdo da
testosterona), reducdo de libido, feminiliza¢do (diminui¢c@o das caracteristicas secundarias
masculinas), ginecomastia e hipogonadismo (BOYDEN & PAMENTER, 1983; PURPITZ-
FILHO, 1987; RAMOS & BERTOLOTE, 1997; LARANJEIRA et al., 2000; FAVARO &
CAGNON, 2006; OLIVA et. al., 2006).

Os problemas na qualidade do s€men, na erecio e na ejaculagdo sdo alteragdes que
também sio freqiientemente associadas ao alcoolismo. PUROHIT (2000) verificou que a
acdo direta e indireta do etanol leva a diminuicao do volume seminal e da quantidade de
espermatozdides. Para MONOSKI et al. (2002) a ingestdo de dlcool socialmente ndo
interfere diretamente na qualidade do s€émen. A disfuncdo erétil observada em individuos
que ingerem o alcool de forma abusiva estd relacionada a queda na concentragdo de

testosterona que reduz a inervagdo peniana (BUFFUM, 1983).

1.5 Vesicula Seminal e Glandula de Coagulacio

1.5.1 Desenvolvimento

As glandulas sexuais acessérias tém sido Orgdos de especial interesse de
investigadores ha anos. Trabalhos experimentais que avaliam as glindulas sexuais
acessorias t€ém sido estimulados pelo problema do carcinoma prostitico, da hiperplasia
prostatica benigna e também por alteragdes decorrentes do uso abusivo de drogas como o
tabaco e o dlcool. Extensa literatura tem abordado tais fatos e tem sido em parte revista
(PRICE, 1963; VILLERS et al., 1991; FAVARO & CAGNON, 2006).

Todos os mamiferos machos possuem uma ou mais glandulas sexuais acessorias,
as quais tém sido classificadas de acordo com sua posi¢do anatomica e fun¢do em animais
adultos. Exemplos da primeira categoria sdo a prostata e a glandula bulbouretral, da
segunda, a vesicula seminal e a glandula de coagulacdo. (PRICE, 1963).

A morfogénese da préstata e da vesicula seminal é regulada por sinais enddcrinos,
interacdes locais célula-célula e padrdes genéticos especificos. O sistema genital masculino
se desenvolve a partir dos ductos de Wolff e do seio urogenital (SUG). O ducto de Wolff
surge a partir da mesoderme, originando os epididimos, os ductos deferentes, as vesiculas
seminais ¢ o ducto ejaculatério. O SUG, surgido da endoderme, origina a préstata, as

glandulas bulbouretrais, a uretra e as glandulas periuretrais. O tdbulo mesonéfrico da
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origem somente aos ductos eferentes (CUNHA et al.,, 1992; CUNHA et al, 2004;
THOMSON & MARKER, 2006).

O SUG ¢ circundado por tecido conjuntivo embriogénico denominado mesénquima
do seio urogenital (MSU). O mesénquima induz a morfogénese epitelial, regula a
proliferacdo epitelial, promove diferenciacio celular e induz fungdes epiteliais especificas
ou atividades bioquimicas. (CUNHA et al., 1992; ALARID et al., 1994; DOHLE et al.,
2003). Antes da diferenciac@o sexual do SUG, o MSU expressa receptores de andrégenos
em ambos sexos e adquire a capacidade do desenvolvimento masculino em resposta aos
andrégenos testiculares fetais.

A primeira mudanga morfoldgica indicativa do desenvolvimento da prdstata é a
formacao dos botdes epiteliais prostaticos observados no camundongo por volta do 17° dia
de vida pré-natal e no rato no 19° dia do desenvolvimento pré-natal. Ocorrem eventos de
proliferacdo e ramifica¢do dos ductos e o crescimento dos componentes concomitante dos
elementos mesenquimais e epiteliais. O resultado final é o padrdo de ductos constituidos
por uma camada de células epiteliais e outra camada de musculo liso que sdo conectados
uns aos outros pelo tecido conjuntivo frouxo. Em humanos, o epitélio ocorre inteiramente
dentro da massa sélida do MSU que se diferencia em estroma fibro-muscular que preenche
o espaco entre ductos (THOMSON & MARKER, 2006; FOSTER & CUNHA, 2008).

Nos roedores, os botdes epiteliais ndo sdo ramificados no nascimento. Entretanto,
na vida neonatal, os ductos prostiticos alongam-se em direcdo ao mesénquima do seio
urogenital, formando trés lobos prostiticos distintos e simetricamente bilaterais: anterior
(glandula de coagulacdo), ventral e dorsolateral (CUNHA et al, 1987).
Concomitantemente ao processo de morfogénese de ramificacdo ductal ocorre a
citodiferencia¢do do epitélio e do estroma nas primeiras semanas apds o nascimento. As
células epiteliais que se desenvolvem dos “botdes epiteliais” sdo caracterizadas pela co-
expressao de citoqueratinas 5, 8, 14 e 18 e p63 (WANG et al., 2001). O alongamento
desses “cordoes epiteliais” em dire¢do ao mesénquima € resultante da intensa atividade de
proliferacao celular (SUGIMURA et al., 1986).

Os botdes epiteliais iniciais da vesicula seminal formam tubos a partir do ducto de
Wolff antes do nascimento. A glandula de coagulacdo (préstata anterior) cresce em
associacdo com a vesicula seminal. Apés o nascimento, os tubos iniciais desenvolvem
ramificacOes laterais que crescem e se ramificam secundariamente. A morfogénese de
ramificacdo da préstata e da vesicula seminal é completada na segunda semana apdés o

nascimento, porém a préstata continua acumulando aos poucos novos ramos até a
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puberdade onde se completa. (CUNHA et al., 2004; THOMSON & MARKER, 2006;
FOSTER & CUNHA, 2008).

1.5.2 Estrutura

A proéstata do rato € constituida por quatro pares de lobos situados ventralmente,
dorsalmente e lateralmente (BOSLAND et al., 1998). Segundo esses autores a glandula de
coagulacdo é uma diferenciacdo da prostata anterior, distinguindo-se dos outros lobos.
Outros autores consideram a glandula de coagulagdo como: lobo anterior da préstata
(CAVAZOS, 1975); lobo dorsocranial da préstata (HEBEL & STROMBERG, 1986) ou
como uma estrutura independente da prdstata localizada dorsalmente na face concava da
vesicula seminal (DAHL et al., 1973; CHOW & PANG, 1989). A glandula de coagulagdo

estd presente em diversos animais como hamster, rato, cobaia, coelho e macaco.

A B C

anterior

lateral

ventral 2mm 0.5 mm
Fig. 1 - Divisdes morfolégicas da préstata humana e de rato. (A) Esquema da préstata de
humano adulto - Anatomia da préstata humana é baseada em modelos de zonas conforme a
arquitetura dos ductos (McNeal, 1983). (B) Rato Adulto — Anatomia da préstata de rato é
baseada em lobos denominados anterior, dorsolateral e ventral, conforme sua localizagdo
anatomica. (C) Rato adulto — morfologia da vesicula seminal (THOMSON & MARKER,
2006).

A préstata de ratos, incluindo a glandula de coagulacdo, e a préstata de humanos
possui células epiteliais colunares que secretam fluidos e proteinas. Nos humanos, o

epitélio prostitico exibe uma camada continua de células basais entre as células secretoras
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e a membrana basal. Nos ratos as células basais constituem uma camada descontinua e
apresentam-se em menor nimero (ROY-BURMAN et al., 2004).

Na proéstata de ratos e camundongos, as células musculares lisas formam corddes
imediatamente ao redor dos ductos epiteliais. Em humanos, o misculo liso ¢ amplamente
distribuido em todo o estroma. A prdstata humana tem estroma fibromuscular robusto e a
do rato um componente estromal modesto. A associacdo dos feixes de fibras musculares
com os ductos epiteliais € responsdvel pela secrecdo. Ao contrdrio da prostata, o epitélio da
vesicula seminal é separado do musculo liso pelo tecido conjuntivo frouxo, denominado
lamina prépria. Portanto, a prostata de ambas espécies sdo compostas de glandulas e
ductos, mas existe significativa diferenca no estroma. (HAYWARD et al., 1996; ROY-
BURMAN et al., 2004).

Fig. 2 — Comparacdo das glandulas sexuais acessorias do homem e do rato. (MAN) Vista
dorsal — homem adulto, bexiga urindria (B.L.), ductos deferentes (V.D.), vesicula seminal
(8.V.), préstata (P), glandula bulbouretral (B.u.). (RAT) Vista ventral — rato adulto, bexiga
urindria (B.L.), ductos deferentes (V.D.), vesicula seminal (SV), glandula de coagulacio
(Coag. gl.), glandula ampuldria (Amp.gl.), préstata ventral (P.ventr.), prdstata lateral

(P.lat.), préstata dorsal (P.dors.) (STOCKHOLM, 1965).

A glandula de coagulagio do rato apresenta-se como um tubo enovelado, revestido
por uma camada de tecido conjuntivo frouxo. Possui camada mucosa pregueada revestida
por epitélio secretor colunar simples que se apdia em lamina prépria. Fibras musculares
lisas se distribuem em direcdo circular e longitudinal & luz do érgdo (CAGNON et al.,

1996).
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A vesicula seminal € uma glindula que varia consideravelmente entre as espécies e
em alguns mamiferos estd ausente, como em: monotremados, marsupiais, carnivoros,
cetdceos e em alguns tipos de insetivoros, lagomorfos e primatas. No humano, a vesicula
seminal humana é composta por tubulos alveolares contendo secre¢do viscosa. Seu
desenvolvimento se d4 a partir do bulbo dorsolateral do ducto mesonéfrico e pode ser
identificado no quarto més de vida intra-uterina (GONZALES, 1989).

As vesiculas seminais do rato sdo formagdes irregulares, volumosas e lobadas,
achatadas dorsoventralmente com pdlo proximal direcionado caudalmente. O epitélio
secretor da vesicula seminal é pseudo-estratificado e apresenta duas populacdes de células:
basais e principais. As células basais estdo dispostas inferiormente as células principais,
apresentam nucleos poligonais e centrais com superficies separadas da luz pelo dpice das
células principais. As células principais sdo colunares com nticleos basais, sendo maiores e
mais numerosas que as células basais. A mucosa, camada interna, forma conjunto de
dobras, com epitélio secretor apoiado sobre lamina prépria, composta de feixes de fibras
coldgenas entrelagcadas. A camada média, muscular, é constituida por feixes de fibras
musculares lisas, de espessura varidvel dispostas em dois extratos: circular interno e
longitudinal externo. A camada externa, serosa, é¢ delgada e composta de tecido conjuntivo
frouxo. Cada glandula apresenta tnico ducto que desemboca na uretra (GUDE et al., 1982;
HEBEL & STROMBERG, 1986; MARTINEZ et al., 1992; MARTINEZ et al., 1995). O
lado ventromedial da vesicula seminal apresenta-se concavo e aderido a glandula de
coagulacdo.

A préstata e a vesicula seminal sdo as maiores glandulas sexuais acessOrias que
produzem os componentes do plasma seminal em mamiferos. Os volumes relativos e
componentes do plasma seminal variam drasticamente entre espécies (THOMSON &
MARKER, 2006). O volume do ejaculado normal humano varia entre 2 ¢ 6 mL, sendo
composto por espermatozdides e plasma seminal. O plasma seminal contém estrégeno e
testosterona, prostaglandinas e glicoproteinas, incluindo citocinas e fatores de crescimento.
Essas moléculas unem-se a receptores nas células alvo no trato reprodutivo feminino,
ativando mudancas na expressdo génica levando a modificacdes na composi¢do celular,
estrutura e funcdo de tecidos locais e distantes do trato (ROBERTSON, 2005). SUZUKI et
al. (2007) afirmaram que o ejaculado é composto pela secre¢do da vesicula seminal (fluido
seminal), da préstata contendo PSA (prostate-specific antigen) e do epididimo contendo

espermatozdides.
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O fluido seminal humano é composto por duas proteinas semenogelina (Sg) I eIl e
fibronectina. Depois da ejaculagdo, o codgulo do fluido seminal mistura-se ao fluido
prostatico, promovendo a liquefacdo do sémen através da fragmentacdo da Sg pelo PSA e
formagdo do complexo entre PSA e PCI (protein C inhibitor). Portanto o PCI pode
controlar a degradacdo do Sg pelo PSA no plasma seminal, sendo que a motilidade dos
espermatozdides aumenta progressivamente com o processo de fragmentacao resultando na
liquefacdo do sémen. O PCI parece desempenhar papel na regulacdo da fertilizacdo pela
inibicdo PSA e acrosin e, pela inibicdo de proteases no ovario. As proteinas Sg I e II
representam 20 a 40% das proteinas do plasma seminal e modulam a motilidade
espermadtica e aquisi¢do na habilidade de fertilizagdo (LAMIRANDE, 2007; METAFORA
et al., 2007).

O plasma seminal pode nio conter fatores essenciais para a fertilizagdo, mas as
secregdes podem proporcionar condi¢des favordveis a motilidade espermdtica, a
sobrevivéncia e transporte dos espermatozéides no sistema genital masculino e feminino.
Durante muitos anos, o plasma seminal foi considerado apenas meio de transporte e
sustentacdo as células espermdticas. Atualmente, estudos experimentais adicionando o
plasma seminal de machos de alta fertilidade as células espermdticas de machos de baixa
fertilidade t&ém provado a importancia desse fluido na fertilidade in vivo (SOUZA, 2007).

A vesicula seminal parece ser importante na regulacdo da fertilidade, pois sua
secrecio estimula diretamente a motilidade dos espermatozéides, porém ndo é considerada
totalmente indispensdvel. A queda na coagulacdo € relacionada a baixa atividade da
vesicula seminal. Quando a coagulacio é pobre, a motilidade espermética diminui depois
da ejaculacdo, enquanto amostras com boa coagulagdo mantém a motilidade espermadtica
até 8h apos ejaculacdo. O fendmeno da coagulacdo do plasma seminal é observado em
todas as espécies com maior ou menor tempo para que a liquefacdo ocorra. No homem, o
plasma seminal é totalmente liquefeito em 15 a 30 minutos depois da ejaculacdo
(GONZALES, 1989).

A concentragdo e a composi¢cdo das proteinas varia consideravelmente entre as
espécies. H4 relagcdo entre o local de deposi¢do do esperma e a natureza da composicao.
Em humanos, macacos, touro, os espermatozéides sdo depositados na vagina e as proteinas
apresentam fatores comuns de concentragdo e composi¢do. Em ratos, coelhos, porcos, os
espermatozdides sdo depositados diretamente no utero e apresentam fatores diferentes da

concentracio e composicdo das proteinas. Esse fato indica a relacdo entre o
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espermatozdide e o plasma seminal na migracdo do espermatozdide no sistema genital
feminino (CLAVERT et al., 1990).

A glandula de coagulacdo do rato, considerada andloga a zona central da préstata
de humanos, produz secre¢do rica em frutose, vesiculases, proteina dorsal I e II e
transglutaminases. A transglutaminase (TG) 4 induz a formacdo do plugue copulatério
vaginal apdés a copula, pela ligacdo de proteinas da vesicula seminal I e V que sdo
secretadas pelo epitélio da glandula. A proteina da vesicula seminal (SV) IV € substrato
para o TG4. Inicialmente o TG4 cataliza a ligacdo entre SV — I e SV — III e, depois das
proteinas menores SV — IV e SV — V, incorporando-se ao codgulo. As maiores proteinas
que formam o codgulo no sémen humano sdo Sg I e II que correspondem no rato as
proteinas da vesicula seminal, que sdo substratos para o0 TG4 (METAFORA et al., 2007).
Nos ratos, o plugue copulatério formado pela secrecdo da vesicula seminal e da glandula
de coagulagdo tem papel fundamental no transporte de esperma transcervical e na
potencializagdo da fertilidade, pois impede a saida dos espermatozéides da genitdlia

feminina apés o coito (CARBALLADA & ESPONDA, 1992; CARVALHO et al., 2003).

1.6 Estresse

O estresse é o principal agente de vdrias psicopatologias. Embora, a resposta
organica aos efeitos do estresse desencadeie diferentes suscetibilidades, seu mecanismo de
acdo através do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) é bem estudado. Apds uma
situacdo estressante, ocorre a liberacdo de glicocorticéides e catecolaminas através da
ativacdo do eixo HHA que prejudica a homeostase do organismo e, em especial, da funcdo
reprodutiva pelo fato de utilizar o mesmo eixo (NEWPORT et al., 2002).

Pesquisas sobre alcoolismo enfatizam que 60% da suscetibilidade da dependéncia
ao alcool € devido a variacdo genética e o restante a fatores ambientais (GODIS, 2000;
WHITFIELD et al., 2004; WHITFIELD, 2005). Os fatores ambientais foram estudados em
relac@o a prevaléncia do alcoolismo ou problemas relacionados ao consumo de dlcool nos
trés principais estdgios da vida: adulto (WHITFIELD et al., 2004; WHITFIELD, 2005),
adolescente (RHEE et al., 2003; JACOB et al., 2003) e crianca (LIEBERMAN, 2000;
JACOB et al., 2003). Porém, pouco se sabe sobre a importincia da relacdo materno-infantil
frente ao consumo de dlcool no periodo de desenvolvimento pds-natal e sua influéncia na

vida adulta.
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Existem 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 crianga das doencas. Porém, a privacdo da presenca dos pais, especialmente
materna, pode romper com essa protecdo, bem como ser, por si sO, fator estressante durante
o inicio da vida e provocar conseqiiéncias na vida adulta (DE BELLIS et al., 1999;
NEWPORT et al., 2002).

Estudos experimentais que enfoquem os eventos ocorridos no ambiente pds-natal
sdo de fundamental importincia para o entendimento dos efeitos no organismo e no
neurocomportamento. Constituem exemplos de abordagem interdisciplinar, considerando
as interfaces entre as ciéncias bioldgicas, psicossociais e médicas (PRYCE & FELDON,
2003).

Experiéncias traumaticas na infancia precoce estdo associadas ao aumento do risco
do abuso de dlcool e substincias quimicas na adolescéncia e no adulto. Criancas e
adolescentes maltratados manifestam distirbios do sistema bioldgico em resposta ao
estresse, incluindo prejuizo no desenvolvimento cerebral (DE BELLIS, 2002; ROMAN et
al., 2004). Desse modo, 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).

Modelos animais, embora com limitacdes, sdo ferramentas importantes para a
pesquisa psiquidtrica por oferecer certas vantagens em relagdo as pesquisas com seres
humanos, além da questdo ética. Experimentos com roedores t€ém-se mostrado modelo
bioldgico adequado para testes de perfis de comportamento fisiolégico e neuroenddcrino,
devido a facil aquisicdo e manipulacdo, periodo gestacional breve que facilita o
acompanhamento do desenvolvimento, permitem manipulagdes especificas e controladas
do ambiente e medidas invasivas das atividades biologicas (NEWPORT et al., 2002).
Estudos experimentais indicam que perturbagdes produzem impactos prejudiciais e
persistentes no comportamento da prole durante periodo de cuidados maternos com a
ninhada, além de promover evento estressante para a made e os filhotes. Fatores
estressantes, incluindo separacdo materna, produzem no animal comportamento
caracteristico de ansiedade e de desordem afetiva. O estresse provocado induz a hiper-
responsividade do eixo HHA, causando hipersecrecio do hormonio liberador de
corticotrofinas (CRH). Segundo NEWPORT et al. (2002), esses resultados sdo

notavelmente similares aos observados nas doengas relacionadas ao estresse em seres
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humanos. Criancas que sofreram estresse durante a infincia devido a alteracdes no
comportamento dos pais demonstram alteragdes permanentes no comportamento
(TEICHER, 2000).

As caracteristicas de personalidade, a educacdo e a situacdo social estdo
relacionadas as alteracdes dos fatores estressantes, podendo ser agravadas pelo abuso do
fumo, dlcool e drogas. Pesquisas em animais e seres humanos sugerem que situacdes de
estresse aumentam o consumo de etanol (SODERPALM & WIT, 2002). No entanto,
quanto mais se utiliza alcool para aliviar situagdes de estresse, menos efeito ele produz,
necessitando de maiores doses para se obter o efeito de relaxamento desejado, entrando
num ciclo vicioso de causa e efeito (PUPITZ-FILHO, 1987; SAN JOSE et al., 2000;
OBERLEY, 2002).

A relacdo mae-filhote € intensa, a mae é a fonte de alimento, fornece estimulos
térmicos, somatossensoriais, olfatérios, visuais e auditivos que auxiliam no
desenvolvimento pds-natal da prole. No entanto, fatores ambientais que possam provocar
modificagdes nessa relagdo, tanto em animais quanto em humanos, influenciardo o
neurocomportamento e a biologia da prole por toda a vida (DE BELLIS et al., 1999;
TEICHER, 2000; PRYCE & FELDON, 2003).

LEVINE, hd mais de 50 anos, desenvolve modelos de estimulacdo neonatal para
estudo dos efeitos do estresse. Os primeiros estudos comparavam filhotes manipulados
com filhotes sem manipulagdo humana. Posteriormente, criticas foram feitas sobre a
artificialidade do grupo de animais de laboratério sem qualquer manipulagdo humana e do
grupo estimulado manualmente, cuja manipulacio tatil ndo representaria 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).

O modelo de experimentagdo, inicialmente utilizado sobre efeito do estresse
neonatal na vida adulta foi denominado de manipulagdo neonatal (EH — early handling).
Nesse modelo, os filhotes de roedores sdo removidos diariamente de suas caixas €
rapidamente manuseados (estimulo tétil) pelo pesquisador. No entanto, a expectativa desse
modelo em aumentar a ansiedade e as respostas bioldgicas ao estresse por estimulagcdes
futuras nao se concretizou. Observou-se que a estimulacido neonatal produz diminuicdo dos
comportamentos de ansiedade e das respostas bioldgicas ao estresse. Filhotes manipulados
s@o resistentes ao estresse € a diminui¢do temporal da capacidade cognitiva, exibem alto
nivel de comportamento exploratério em ambientes novos e demonstram baixa resposta

neuronal em relagdo ao estresse na vida adulta (PRYCE et al., 2001; NEWPORT et al.,
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2002; PRYCE & FELDON, 2003). A manipula¢do neonatal diminui a atividade do eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal. Estudos demonstraram respostas diminuidas do hormonio
adrenocorticotréfico e da corticosterona apds subseqiientes fatores estressantes.
Manipulag@o neonatal também produz reducio dos niveis circulantes basais do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) e de corticosterona. Para NEWPORT et al. (2002), a
manipulacdo neonatal constitui evento de 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 manipulagdo melhora a
adaptabilidade do rato a subseqiientes estresses. Sugere-se que o filhote ndo considera a
manipulagdo tétil estimulo nocivo, nem desconfortdvel. Outra observacio € o aumento dos
cuidados maternos a prole, causando beneficios a adaptabilidade do filhote.

Outro modelo utilizado denomina-se privacado materna (maternal deprivation - MD
ou early deprivation - ED). Nesse modelo, os filhotes sdo separados da mae em intervalos
superiores a uma hora, durante o desenvolvimento pés-natal, antes do desmame. Assim, 0s
filhotes nao s6 ficam privados dos cuidados maternos durante o periodo, que pode ser de
até 24 horas, mas também sofrem pela alteracdo do comportamento materno aberrante, que
persiste apds a reunido mae-filhotes. A privagdo materna induz alteragdo na atividade do
eixo HHA, aumentando as concentracdes séricas de ACTH e de corticosterona. Sao
observadas diferentes alteragcdes neurobioldgicas conforme diferentes modelos de
separacdo materna, contudo, quando a privacdo ocorre durante o desenvolvimento do
sistema nervoso central, verificou-se que os efeitos sio persistentes (PRYCE et al., 2001;
NEWPORT et al., 2002; PRYCE & FELDON, 2003; SCHMIDT et al., 2004).

Atualmente, busca-se melhorar o conhecimento das complexas inter-relagdes dos
processos organicos relacionados ao estresse, do controle dos sistemas nervoso e endécrino
e das funcdes reprodutivas e suas possiveis relacdes com outras psicopatologias. No
entanto, sabe-se que o estresse pode suprimir a atividade do eixo reprodutivo, que os
hormdnios reprodutivos podem modular a atividade nervosa controladora das respostas
orgénicas ao estresse € que individuos com depressdo podem ter, tanto as fungdes
reprodutivas quanto a resposta ao estresse, alterados (CAMERON 2004).

Exposicdo cronica a fatores estressantes aumenta a atividade do eixo HHA e,
concomitantemente, reduz a atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-gonada (HHG)
(YOUNG & KORSZUN, 2002; RETANA-MARQUEZ et al. 2003). Nao ha duvidas,
portanto, que estresses sociais e ambientais produzem efeitos prejudiciais na fungdo

reprodutiva  (WINGFIELD & SAPOLSKY, 2003). No entanto, diferentes fatores
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estressantes produzem diferentes efeitos reprodutivos, havendo diferenca nas respostas a
curto e longo prazo. Estresse de curta duracdo, muitas vezes, ndo acarreta alteracdes
reprodutivas e hd fatores considerados estressantes que sdo estimulantes. Também,
observa-se especificidade dos efeitos do estresse na reproducgdo, considerando diferentes
espécies e diferencas sexuais no funcionamento do eixo hipotdlamo-hip6fise-gbnada
(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 pés-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 concentragdes
plasmédticas 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 responder a fatores estressantes brandos. Essa experiéncia
ambiental precoce (privacdo materna) pode conduzir a alteracdes 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 et al., 2004).

MAZARO (2003) demonstrou a importdncia do ambiente neonatal para o
desenvolvimento posterior do aparelho reprodutor. Utilizando estimulacdo neonatal em
ratos machos, observou efeitos prejudiciais prolongados em parimetros reprodutivos na
puberdade, como diminuic@o na quantidade de gametas no testiculo e epididimo. Também
observou diminui¢do na concentragdo plasmadtica de LH, porém nfo nas concentracdes de
FSH e de testosterona.

ROMAN et al. (2004) verificou que o fator estressante da separagdo materna em
ratos ndo alterou o consumo voluntdrio de etanol em fémeas. Contudo, dados na literatura
especializada sdo controversos a respeito de alteracdes do consumo voluntério de etanol e
efeitos biolégicos em ratos machos, submetidos a separacdo materna durante o
desenvolvimento pds-natal. Sugere-se haver diferencas sexuais nas conseqiiéncias
comportamentais e bioldgicas da separagdo materna quando considerado o consumo

voluntario de etanol.

1.7 Justificativa

Virias alteragdes morfofisiolgicas relacionadas a ingestdo abusiva de etanol tém

sido descritas no sistema genital masculino. Relatam-se problemas na queda da producio
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de testosterona, o que acarreta a atrofia testicular, a reducdo do peso e atrofia epitelial das
glandulas sexuais acessorias. Ultra-estruturalmente observam-se dilatacdo do reticulo
endoplasmadtico rugoso, alteracdes no complexo de Golgi, ruptura de crista mitocondrial,
alteracdes na morfologia nuclear e acimulo de goticulas lipidicas no citoplasma das células
epiteliais (CANDIDO et al., 2007; MARTINEZ et al., 2007).

A etiologia e as disfuncdes demonstradas nas glandulas sexuais acessorias
decorrentes do uso abusivo de etanol ainda ndo estdo claras. Duas hipéteses t€m sido
estudadas: o etanol agindo diretamente no testiculo e ovario provocando a atrofia gonadal,
ou, o etanol agindo no eixo hipotdlamo-hipéfise-gdnada, interferindo na secrecdo de
gonadotrofinas que levando a alteragdes no sistema genital masculino (MARTINEZ et al.,
2007).

As linhagens de ratos bebedores voluntarios de etanol, UChA e UChB, mantidas
pelo grupo de pesquisa Biologia da Reproducido do IBB/UNESP representam um modelo
experimental adequado na investigacao de alteragdes morfofisioldgicas em 6rgdos genitais.

Os trabalhos cientificos desenvolvidos pelo Grupo com as linhagens de UChA e
UChB (MARTINEZ et al.,, 2000, 2002; RISSATO et al., 2003), mostraram que as
alteracdes morfofisioldgicas observadas no sistema genital masculino sdo similares aquelas
descritas nos modelos experimentais de separacdo materna e de manipulacdo neonatal.
Dessa forma, despertou-se interesse em estudar a associagdo entre o estresse, representado
pelo modelo da separacdo materna, e o etanol sobre os 6rgdos genitais masculinos de ratos
bebedores voluntérios de etanol. Reforcando esta hipétese pesa o fato de que muitos dos
fatores observados no alcodlico podem ser frutos do estresse vivido precocemente podendo

estar potencializados ou nao no individuo adulto.

1.8 Objetivos gerais:

e [Investigar e avaliar se hd interacdo entre a separacdo materna e o alcoolismo

sobre a vesicula seminal e a glandula de coagulacdo em ratos UCh.
1.9 Objetivos especificos:

e Analisar a estrutura e a morfometria do epitélio secretor da vesicula seminal

e glandula de coagulagdo do rato adulto;

e Avaliar o indice da proliferacdo celular da vesicula seminal e glandula de

coagulacio do rato adulto;
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Avaliar o fendtipo do epitélio secretor através da imunomarcagdo da

proteina p63 da vesicula seminal e glandula de coagulagédo do rato adulto;

Avaliar a populacdo de células que expressa o receptor de andrégeno
através do método imuno-histoquimico na vesicula seminal e glandula de

coagulacdo do rato adulto;

Avaliar as concentragcdes plasmaticas de testosterona e corticosterona do

rato adulto;
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III - ARTIGO

Este trabalho deu origem ao artigo intitulado: Ha interacdo do etanol e
separacao materna sobre o epitélio secretor da vesicula seminal e
glandula de coagulacao de ratos UCh? Apds versdo em inglés, serd

submetido para a publicacdo no periédico Biology of Reproduction.
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RESUMO

Experiéncias adversas na infincia estdo associadas ao abuso de drogas como o
alcool na adolescéncia e na vida adulta. Criangas e adolescentes maltratados manifestam
distirbios do sistema bioldgico de resposta ao estresse. A exposi¢do cronica a fatores
estressantes aumenta a atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal (HHA) e, reduz a
atividade do eixo hipotdlamo-hipdfise-gbnada (HHG). Pouco € conhecido sobre a
complexa relacdo entre o estresse, o alcoolismo e as alteracdes das glandulas sexuais
acessorias, fundamentais no processo reprodutivo. Considerando as linhagens de ratos UCh
(bebedores voluntarios de etanol), o conhecimento das altera¢des dos eixos HHG e HHA
pelo alcoolismo e estresse, despertou-se interesse na investigagcdo das interagdes entre o
consumo de etanol e o estresse neonatal sobre a vesicula seminal e glandula de coagulacao.
Dessa forma, o presente trabalho propde investigar e avaliar se hd interacdo entre a
separacdo materna e a ingestio de etanol sobre o epitélio da vesicula seminal e glindula de
coagulacdo de ratos UCh. Metodologia: andlise morfométrica das alturas dos epitélios, do
indice de proliferacdo celular, da expressdo da proteina p63 e do receptor de andrégeno e
avaliacdo hormonal das concentragdes plasmadticas de testosterona e corticosterona. A
separacdo materna e a ingestdo de etanol alteram o epitélio da vesicula seminal e glandula
de coagulacio e as concentragdes plasmadticas de testosterona e corticosterona. Portanto ha
interacdo entre a separacdo materna e a ingestdo de etanol sobre o epitélio da vesicula
seminal e glandula de coagulacdo, possivelmente atuando sobre os eixos HHG e HHA,

podendo levar a potencializacio das alteracdes sobre a reproducdo.

Palavras-chaves: etanol, separa¢do materna, vesicula seminal, gldndula de coagulacio,

ratos UCh.
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INTRODUCAO

Os cuidados maternos fornecem sinais e estimulos (térmicos, somatossensorios,
nutricionais, olfatérios, visuais e auditivos) para o adequado desenvolvimento e
crescimento durante a infincia e contribuem para produzir respostas adaptativas a fatores
estressantes. Porém, a privacdo da presenca dos pais, especialmente a materna, pode
romper com essa protecdo e ser fator estressante durante o inicio da vida [1]. Estudos
clinicos e experimentais mostram que experiéncias adversas na infincia, como abusos,
negligéncias emocionais e morte dos pais, podem expressar seus efeitos e alteragcdes no
desenvolvimento e maturagdo das fungdes dos 6rgdos na idade adulta [2].

A separac¢do materna (SM) consiste de interrupgdes didrias 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
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA) em resposta a estimulos estressores [3, 1]. O etanol,
como estimulo estressor, € agente téxico e perturbador da integridade das fungdes
fisiologicas, bioquimicas e no desenvolvimento de estruturas orgdnicas envolvidas na
reproducdo [4, 5, 6] e interfere na integridade dos eixos hipotdlamo-hipdfise-gonada
(HHG) e HHA [7]. Alteracdes nos diferentes niveis do eixo HHG podem manifestar-se no
alcodlico cronico como: atrofia testicular, das glandulas sexuais acessoérias, danos celulares
ao epitélio dos 6rgdos genitais internos e esterilidade [8].

As alteragdes do sistema genital frente ao etanol e a SM sdo semelhantes [9, 10, 11,
12]. Existem mecanismos de respostas semelhantes a drogas (etanol) e ao estresse (SM),
possibilitando  alteragdes dos 6rgdos do sistema genital interno similares,
independentemente da acdo de uma droga ou de um modelo de agente estressor? Essa é a
pergunta fundamental que podera trazer evidéncias de respostas semelhantes dos sistemas
biolégicos a diferentes formas de perturbagdo do meio ambiente ou de nossa homeostase.
Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar se hd interacdo do etanol com a separagdo
materna sobre o epitélio da vesicula seminal e glandula de coagulacdo de ratos UCh

adultos.

MATERIAIS E METODOS
Animais
Os ratos das linhagens UChA (bebedores voluntdrios de baixa quantidade de

etanol) e UChB (bebedores voluntarios de alta quantidade de etanol) foram provenientes
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do Biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de Biociéncias, Campus de
Botucatu (IBB/UNESP) e os ratos Wistar foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para
Investigagao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP, Sdo Paulo, Brasil. Doze casais de cada
linhagem (UChA, UChB e Wistar) foram formados e, em cada linhagem, dois grupos
experimentais (Controle - CO e Separacdo Materna - SM). No dia do nascimento, dia zero,
cada ninhada foi padronizada com oito filhotes, selecionando o maior nimero de machos
possiveis. Cada grupo utilizou quatorze animais durante 120 dias de experimentagdo. Os
animais foram mantidos em caixas de polietileno medindo 40X30X15cm com fundos
sOlidos, forrados com substrato de maravalha, sob condicdes controladas de luminosidade
(12h de claro e 12h de escuro), temperatura (20 a 25°C) com 4gua filtrada e ragdo
(Nuvital®) ad libitum. O protocolo experimental, aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal do IBB/UNESP, seguiu os principios éticos em pesquisa animal

adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

Inducdo de hiperatividade ao estresse por Separacdo Materna (SM)

Os filhotes das ninhadas dos grupos SM foram separados da mae diariamente,
durante o Periodo Hiporresponsivo ao Estresse (stress-hyporesponsive period - SHRP), do
4° ao 14° dia de idade, sempre no mesmo hordario. Os filhotes foram individualizados em
caixas com oito subdivisdes, uma para cada filhote, durante 4h. Os filhotes foram
acomodados em sala anexa com temperatura de 30°C e umidade superior a 50%.
Posteriormente, foram devolvidos aos cuidados da mae, retirando-se a mae de sua caixa
antes de retornar a prole. Os filhotes dos grupos controles ndo foram separados da mae,
recebendo os cuidados de manejo para criagdo de animais de laboratério. Os animais foram
manejados por unico pesquisador do inicio ao fim da experimentacdo. As mdos do
investigador foram lavadas em dgua corrente, secas e esfregadas na maravalha do forro das
caixas da ninhada, eliminando os odores que pudessem levar a rejeicdo da mae a prole. A
sala de experimentacdo foi mantida isolada de ruidos externos. Os filhotes machos foram
alojados em caixas com o minimo de dois € 0 m4ximo de quatro animais, apés o desmame
aos 21 dias, evitando o estresse pelo isolamento social. Foram individualizados e

receberam manejo regular para a espécie aos 50 dias de idade.

Selegdo dos animais bebedores de etanol
Os ratos UChA e UChB receberam dgua ad libitum e solugdo de etanol a 10% aos

65 dias de idade durante o periodo de 15 dias, alternando as posi¢cdes das garrafas (dgua e
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etanol) na caixa durante as mensuragdes. Os animais da linhagem UChB, com maior
consumo de etanol foram selecionados (n=14), e os UChA, selecionados os de menor
consumo de etanol (n=14). A administracdo de etanol a 10% aos ratos UCh, 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 selecdo e
padronizagdo das linhagens UChA e UChB foram realizadas com quatorze animais de cada

grupo [13]. O mesmo ntimero de animais foi selecionado na linhagem Wistar ao acaso.

Coleta de materiais biologicos

A coleta dos materiais bioldgicos foi realizada aos 120 dias de idade de acordo com
dois procedimentos distintos: a) sete animais foram submetidos a eutandsia por decapitacio
para avaliacdo das concentragdes hormonais plasmaticas do sangue; b) sete animais foram
submetidos a perfusdo transventricular com solugéo fixadora de Bouin apés anestesia. As
vesiculas seminais e as glandulas de coagulacdo foram dissecadas, coletadas, fixadas em
Bouin por 24h, lavadas em dlcool 70%, desidratadas, diafanizadas, incluidas em
parapldstico e cortadas com quatro micrometros de espessura. Os cortes transversais foram
corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Tricromio de Masson (TMa). As laminas foram
analisadas e fotografadas em fotomicroscépio AXIOPHOT-II com camera digital, modelo

AxioCam HR, Zeiss®, do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

Avaliagcdo morfométrica

Andlise da altura do epitélio secretor

As laminas histolégicas coradas com HE foram utilizadas na mensuragdo das
alturas dos epitélios secretores da vesicula seminal e da glandula de coagulacdo. Foram
utilizadas trés laminas por animal, totalizando 10 seccdes transversais ao acaso das trés
laminas, sendo obtidas duas medidas da altura por seccdo. As varidveis descritas foram
analisadas através do programa de andlise de imagens Axiovision, Zeiss®, do

Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

Avaliagdo imuno-histoquimica

As andlises imuno-histoquimicas foram restritas ao epitélio da vesicula seminal e
glandula de coagulacdo. Do material fixado com solucdo de Bouin e incluido em
parapléstico, foram obtidas colecdes de 1dminas com cortes de 4um de espessura. Os cortes

histolégicos foram colocados em ldminas silanizadas, desparafinizados em xilol e 4lcool e
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lavados em solugdo de tampao fosfato de sédio (PBS), 0,1M e pH 7,4. Para a recuperacdo
da atividade antigénica, as 1aminas foram colocadas em solucdo de tampao citrato de sédio
a 0,01M, pH 6,0 e levadas ao forno de microondas a 700-800W, durante 15 minutos,
divididos em trés ciclos (15°, 10’ e 5°). A cada ciclo completou-se a cuba de laminas com a
solucdo tampao e depois se lavou com tampao PBS. Para o bloqueio da peroxidase
enddgena, as laminas foram colocadas em solucdo de peréxido de hidrogénio (30 volumes)
a 3% em dalcool metilico (metanol) durante 15 minutos no escuro e lavadas com tampao
PBS. Na etapa seguinte, as sec¢des foram submetidas a solucdo de leite desnatado em pé a
2% em tampao PBS durante 60 minutos para o bloqueio de reacdes inespecificas. A seguir,
as laminas foram submetidas a reagdo com os anticorpos contra a proteina p63 e o antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA) (Tabela 1) e incubadas em camera imida durante a
noite a 4°C em geladeira. Apds a incubacao, as laminas foram lavadas em tampao PBS e
durante 1h, a temperatura ambiente, as sec¢des foram incubadas com anticorpo secundério.
Ap6s, as laminas foram lavadas com PBS e submetidas a solugdo de estrepto-avidina-
biotina-peroxidase (StreptABComplex DAKO® CYT) por 45 minutos. Em seguida, as
laminas foram lavadas em PBS e submetidas a diaminobenzidina (DAB) (di-amino-
benzidine-Sigma®) por 5 minutos. Ap6s, as laminas foram lavadas em dgua corrente e
contrastadas com Hematoxilina.

Para investigacdo do receptor de andrégeno (AR), as secdes foram processadas
usando o método de estrepto-avidina-biotina-peroxidase. Apds desparafinizacio, as
secgOes foram hidratadas em série alcodlicas e para exposi¢cdo e recuperacdo do antigeno
foram incubadas em tampao citrato 0,01M, pH 6,0 e Tris-EDTA, pH 9,0 em panela de
pressdo por 2 minutos. A inibi¢do da peroxidase endégena foi obtida através de solucdo de
perdéxido de hidrogénio a 3% em tampao salino Tris (TBS) por 20 minutos. Apds lavagem
em TBS, o bloqueio de reagdes inespecificas foi realizado com soro de burro normal a 3%,
diluido em tampao TBS e Triton X-100 0,05% por uma hora. Posteriormente, a incubacio
com anticorpo primério (Tab. 1), diluido em solucio bloqueio (diluida 1:10 em TBS), foi
realizada a 4°C durante a noite. Apds lavagem em TBS, o anticorpo secundario biotinizado
de camundongo anti-coelho (Dako, Glostrup, Dinamarca) na dilui¢dao 1:500 em solucdo
bloqueio 1:9, foi incubado por 1h. Apds lavar em TBS, as sec¢des foram incubadas com a
solucdo de estrepto-avidina-biotina-peroxidase (StreptABComplex/HRP da Dako) por 45
minutos e reveladas com diaminobenzidina (DAB), usando método de intensificacdo com

glicose oxidase-diaminobenzidina-niquel.
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Durante a realizacdo da técnica foram obtidos controles negativos para avaliar a
especificidade da imunoreag@o. Os controles negativos ndo receberam anticorpo primario
evitando marcacdes inespecificas. As laminas foram analisadas e fotografadas em
fotomicroscépio AXIOPHOT-II com camera digital, modelo AxioCam HR, Zeiss®, do
Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

Andlise da populagdo de células epiteliais submetidas as reagdes imuno-histoquimicas
Para quantificacdo das células positivas, foram analisados campos aleatérios de
cortes transversais da vesicula seminal e da glandula de coagulacdo, contando-se o nimero

de células positivas para cada antigeno pesquisado em 1000 células epiteliais por animal.

Dosagens hormonais

Amostras de sangue de sete animais de cada grupo foram coletadas apés
decapitagdo. As concentragdes de testosterona e corticosterona no plasma sangiiineo foram
determinadas por rddio-imuno-ensaio de duplo anticorpo, utilizando conjunto de reagentes
obtidos do National Hormone and Peptide Program (Harbor-UCLA, USA). Os ensaios
foram realizados no Laboratério do Dr. Celso Rodrigues Franci, Faculdade de Medicina de

Ribeirido Preto, USP.

Andlise estatistica

O estudo estatistico das varidveis foi realizado através da técnica de ANOVA para
o modelo com dois fatores e complementado com o teste de comparacdes multiplas de
Tukey e de Dunn para contraste entre médias e/ou medianas dos tratamentos. Os resultados
foram expressos em média + desvio-padrdo ou mediana e valores minimo e miximo. Os
resultados foram apresentados em tabelas, sendo todas as conclusdes estatisticas realizadas

com 5% de significancia [14].

RESULTADOS
Massa da vesicula seminal e glandula de coagulacdo
Nao houve interagdo do etanol com a separacdo materna sobre a massa da vesicula

seminal e da glandula de coagulagdo dos ratos UCh e Wistar (Tab. 2).

Descricdo fenotipica dos epitélios secretores da vesicula seminal e da glindula de

coagulagdo
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A expressdo da proteina p63 foi restrita a0 compartimento basal dos epitélios da
vesicula seminal e glandula de coagulagdo, permitindo identificar os dois compartimentos
basal e secretor. As células basais apresentaram marcagdo uniforme e forte, evidenciando
ntcleos poligonais e centrais (Figs. 1A e B).

As células secretoras da glandula de coagulacdo (Figs. 2A e B) e as células
principais da vesicula seminal (Figs. 1C, D, E e F) foram marcadas pelo do receptor de
andrégeno. As células secretoras e principais apresentaram nucleos basais, sendo maiores e
mais numerosas que as basais.

Na expressdao do PCNA observou-se aumento da proliferacdo celular na vesicula

seminal (Fig. 3) e glandula de coagulacio (Figs. 2C e D) do grupo UChB-SM.

Andlise morfométrica da altura do epitélio secretor da vesicula seminal e da glandula de
coagulagdo

Houve interacdo do etanol com a separacdo materna sobre a altura do epitélio da
vesicula seminal dos ratos UCh. A interacdo foi positiva, pois houve potencializacdo da
reducdo da altura do epitélio da vesicula seminal dos ratos UCh e Wistar pela SM. Os
grupos UCh (CO e SM) apresentam menor altura do epitélio secretor da vesicula seminal
quando comparados ao grupo Wistar (CO e SM). Em todos os grupos a condi¢do
experimental SM apresentou menor altura do epitélio secretor da vesicula seminal quando
comparado aos grupos CO (Tab. 3).

Houve interacdo do etanol com a separacdo materna sobre a altura do epitélio da
glandula de coagulagdo dos ratos UCh.A interacdo foi positiva, pois houve potencializagdo
da reducdo da altura do epitélio da glandula de coagula¢do dos ratos UCh. Em todos os
grupos, a condi¢do experimental SM apresentou menor altura do epitélio secretor da

glandula de coagulacdo quando comparados aos seus controles (Tab. 4).

Avaliagdo quantitativa da proliferacdo celular, da expressdo da p63 e do AR nuclear
Houve interagdo do etanol com a separacdo materna sobre a expressdo da p63, do
AR e da proliferagdo celular (PCNA) no epitélio da vesicula seminal dos ratos UCh. O
grupo Wistar CO apresentou maior nimero de células positivas para p63 do que a condi¢do
experimental SM e os outros grupos UChA (CO e SM) e UChB (CO e SM). Quanto ao
PCNA, os grupos Wistar CO e UChB SM apresentaram maior nimero de células positivas.
O grupo Wistar (CO e SM) apresentou maior nimero de células positivas para o AR (Tab.

5).
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Houve interacdo do etanol com a separacdo materna sobre a expressdo do AR e da
proliferacao celular (PCNA) no epitélio da glandula de coagulacio dos ratos UCh. O grupo
UChB SM apresentou maior nimero de células positivas para o PCNA do que seu controle
e os outros grupos e condi¢des experimentais. Para o AR, o grupo Wistar CO apresentou
maior nimero de células positivas do que as outras linhagens e condi¢cdes experimentais.
N3ao houve interacdo do etanol com a SM sobre o p63 do epitélio secretor da glandula de

coagulacdo de ratos UCh (Tab.6).

Andlise hormonal

Houve interacio do etanol com a separacdo materna sobre a concentracio
plasmadtica de testosterona e corticosterona. Na dosagem de testosterona, o grupo Wistar
CO apresentou maior valor do que seu controle e as outras linhagens. Na dosagem de
corticosterona, o grupo Wistar CO apresentou maior valor do que a condi¢do experimental
SM e as outras linhagens, e os grupos UCh (SM) apresentaram valores maiores que seus

controles (Tab. 7).

DISCUSSAO

Sabe-se que o etanol causa alteracdes morfofisiolégicas no sistema genital
masculino como atrofia testicular, diminui¢do na concentracdo espermdtica, reducdo do
didmetro dos tdbulos seminiferos, das concentragdes séricas de testosterona, reducdo do
peso e atrofia epitelial das glandulas sexuais acessérias [15, 16].

A separacdo materna € fator estressante que pode suprimir atividades dos eixos
HHG e HHA, modulando as respostas orgénicas ao estresse, como a func¢ao reprodutiva
[17, 18]. Portanto, o etanol e o estresse atuam sobre as funcdes reprodutivas, produzindo
efeitos prejudiciais diferentes dependentes dos fatores estressantes, havendo respostas
distintas frente a variedade de protocolos experimentais.

Nao foram encontrados na literatura especializada trabalhos que correlacionem a
separacido materna e a ingestdo de etanol sobre a massa da vesicula seminal e glandula de
coagulacdo. Nao houve interagdo da separagdo materna e da ingestdo de etanol sobre a
massa da vesicula seminal e glandula de coagulacdo em nossos achados. Resultados
contrdrios foram observados em alguns trabalhos anteriores, onde o etanol promove a
reducdo da massa das glandulas sexuais acessdrias [19, 20, 21, 22 e 23]. Favaro et al. [24]
relataram que ratos que ingerem etanol e nicotina apresentaram reducdo de massa da

vesicula seminal e da glandula de coagulagdo em relagc@o aos ratos que receberam somente
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etanol ou nicotina, indicando interacdo entre as drogas. Entretanto, Cagnon et al. [25] ndo
observaram redugcdo da massa da vesicula seminal e da glandula de coagulacdo de
camundongos C57/B1/6J tratados com solug@o de etanol a 6% durante 120 dias, porém
observou atrofia epitelial.

O etanol e a separagdo materna interagem sobre o epitélio da vesicula seminal e
glandula de coagulacdo, sendo o modo de agcdo do etanol e da separagdo materna,
dependentes, utilizando-se do mesmo ou semelhante mecanismo de ac¢do sobre a regulacdo
do volume do epitélio glandular, provavelmente relacionados com o controle osmético
celular. O acimulo de gotas lipidicas no citoplasma decorrentes da ingestdo de etanol [26,
27] aumenta a densidade no interior da célula, aumentando o potencial osmético que pode
levar ao desequilibrio na entrada e saida de liquidos intracelulares, alterando os volumes
celulares [5]. A atrofia epitelial € a alteracdo morfoldgica decorrente da ingestdo do etanol,
estando associada a diminui¢c@o das concentragdes plasmaticas de testosterona, podendo ser
ou ndo potencializada pela separacdo materna [5, 21, 6]. A atrofia epitelial pode ser
conseqiiéncia dos efeitos téxicos diretos e indiretos do etanol no sistema genital masculino.
O etanol age diretamente no testiculo, diminuindo o nimero de receptores de LH
(hormonio luteinizante) nas células de Leydig e, conseqiientemente, a producdo de
testosterona. O etanol age indiretamente no eixo HHG, suprimindo a liberacio de GnRH
(hormdnio liberador de gonadotrofinas) pelo hipotdlamo que estimula a hipdfise anterior a
liberar LH, induzindo a produgdo de testosterona pelas células de Leydig. A testosterona
regula a liberacio de GnRH pelo hipotilamo e LH pela hipéfise anterior através do
mecanismo de feedback negativo. Portanto, a separa¢do materna e o etanol atuam sobre os
eixos HHG e HHA, provavelmente, utilizando-se de mecanismos de acdo semelhantes
sobre os eixos HHG e HHA.

Ratos submetidos a SM durante as primeiras semanas de vida apresentaram
aumento prolongado dos niveis plasméticos de corticosterona a estimulos estressantes na
vida adulta, sendo atribuido a diminuicdo da eficiéncia da regulagdo do feedback da
corticosterona no hipotdlamo, tornando o eixo HHA hiper-responsivo ao estresse [28]. A
incapacidade de metabolizacdo do acetaldeido na ingestdo cronica de etanol e seu acimulo
conduzem a toxicidade organica e estimulam a atividade do eixo HHA. Ratos expostos a
ingestdo cronica de etanol apresentam maior atividade do eixo HHA pela elevada sintese e
liberacdo de CRF (fator liberador de corticotrofina), aumentando os niveis séricos de
ACTH (hormdnio adrenocorticotréfico) e, conseqiientemente, de corticosterona, embora

alguns graus de tolerdncia possam ser observados [8]. A liberacdo de corticosterona das
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adrenais parece inibir a secrecdo de testosterona através dos receptores glicocorticides
testiculares localizados no intersticio testicular [29, 30]. A diminui¢do das concentragdes
de corticosterona plasmatica através da retirada cirtrgica das adrenais inibiu a secrecio de
testosterona [31]. Portanto, deve haver concentragdes ideais de corticosterona plasmaética
para a adequada producdo e liberacdo de testosterona. No presente trabalho, a ingestdo de
etanol e a separacdo materna aumentaram as concentracdes de corticosterona e diminuiram
as de testosterona.

Houve interagdo do etanol com a separagdo materna sobre a expressdo da p63 na
vesicula seminal. A p63 estd envolvida na regulacdo do ciclo celular atuando na resposta
ao estresse e no desenvolvimento, sendo utilizada como marcador de células basais do
epitélio glandular [32, 33]. Portanto, sua diminui¢do € indicativa de danos celulares
decorrentes de alteragdes no metabolismo celular epitelial que podem ocasionar morte
celular programada ou apoptose [33].

Nonclearq et al. [34] relataram aumento da proliferacdo celular da vesicula seminal,
causando hipercelularidade do epitélio e do estroma fibromuscular, decorrentes do efeito
combinado da diminuic¢do de andrégeno e estrogenizagdo. Observou-se interacdo do etanol
com a separacdo materna sobre a proliferacdo celular da vesicula seminal e glandula de
coagulagdo. Sugere-se que o aumento da proliferacio celular seja resposta a diminui¢do da
testosterona e a atrofia epitelial.

Os andrégenos sao essenciais para o funcionamento e manutencio da estrutura das
glandulas sexuais acessdrias e suas acdes sdo mediadas através de seus receptores
nucleares (AR) que se unem aos genes alvos promovendo a transcricdo de proteinas [35],
incluindo sua prépria transcricdo. Houve interacdo do etanol com a separagdo materna
sobre a expressdo do receptor de andrégenos (AR) da vesicula seminal e glandula de
coagulacdo. A diminuicdo na marcacdo do AR ocorreu devido a diminuicdo da
testosterona, ocasionada pela desregulacdo dos eixos HHG e HHA.

Verificou-se que a SM, durante as duas primeiras semanas de vida, pode
potencializar os efeitos prejudiciais da ingestdo cronica de etanol. Esse periodo,
caracterizado pela quiescéncia do eixo HHA em responder ao aumento de corticosterona a
influéncias externas (SHRP), é encontrado somente em roedores e parece prevenir e
adequar respostas do eixo a atividade futura, relativas as condicdes ambientais presentes
[36, 37]. A SM sugere ambiente estressor, pois a auséncia da mie priva os filhotes de
cuidados maternos essenciais [38], reduz a temperatura corporal, a freqiiéncia da

amamentagdo e os cuidados a excrecdo [39]. O estresse ambiental (evoca¢do de medo e
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estresse) e alteracdes dos cuidados maternos podem independentemente ser usados pelos
filhotes como sinal de adversidade do ambiente futuro, ocorrendo ajuste adaptativo do
fendtipo, modificando a resposta do sistema neuroenddcrino em situacdes de estresse [40].
Ajustar o fendtipo de acordo com o ambiente pode ser altamente adaptivel e,
conseqiientemente, favordvel a sobrevivéncia [41, 42]. Assim, verifica-se que a
plasticidade no periodo SHRP pode contribuir com ajustes adaptativos para superar as
possiveis adversidades futuras a reprodugdo, ou potencializar os efeitos danosos do etanol.
Acredita-se que possiveis dificuldades relatadas em manter a saide do animal, como o
surgimento de distirbios metabdlicos [36, 43] possa ser originado da tentativa de manter as
fungdes reprodutivas.

Portanto, houve interacio do etanol (droga) com a SM (estresse) sobre o epitélio da
vesicula seminal e glandula de coagulagdo, desequilibrando os eixos HHG e HHA,
podendo levar a potencializacio das alteracdes sobre a reproducdo. Dessa forma, infere-se
que diferentes drogas e agentes estressores podem interagir sobre as glandulas sexuais
acessorias, podendo provocar respostas semelhantes do epitélio secretor da vesicula
seminal e glandula de coagulacio através de mecanismos de acdo similares que devem ser

investigados.
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Tabela 1. Caracteristicas dos anticorpos utilizados.

Anticorpos Especificidade Espécie hospedeira  Diluicdo Fonte
Primdrio
Proteina p63 Células basais Camundongo (monoclonal) 1/50 Dako Cyt®
PCNA Proliferagdo Celular ~Camundongo (monoclonal) 1/100 Novocastra Laboratories Ltd®
Receptor de Androgeno  Células epiteliais Coelho (policlonal) 1/300 Santa Cruz Biotechnologies ©
Secunddrio
Anti-camundongo Coelho (monoclonal) 1/100 Dako Cyt®
Anti-coelho Cabra (monoclonal) 1/500 Dako Cyt®

Tabela 2. Média e desvio-padrdao da massa (g) da vesicula seminal e glandula de

coagulacgdo dos ratos UChA, UChB e Wistar - CO e SM.

Vesicula seminal + glandula de

. Condigdo .
Linhagens Experimental coagulacdo
P Média e desvio-padrao
Wistar CcO 0,520+0,162a'A”
SM 0,539+0,045aA
CO 0,481+0,052aA
UChA SM 0.49620,076aA
CO 0,571+0,110aA
UChB SM 0.627+0,089aA

Tcomparagdo entre as linhagens de ratos fixada a condicdo experimental.
2comparagﬁo da condi¢do experimental fixada a linhagem de rato (p<0,05).

Tabela 3. Média e desvio-padrdo da altura do epitélio da vesicula seminal (um) dos ratos

UChA, UChB e Wistar - CO e SM.

Altura do epitélio da vesicula

Linhagens ExC(:;idlfezotal seminal
p Média e desvio-padrao

Wistar CcO 24,11£0,37 b'B*

SM 18,56+0,64 bA

CO 21,96+0,81 aB
UChA SM 17,06+0,89 aA

CO 22,45+0,45 aB
UChB SM 16.81£0.42 aA

Tcomparagdo entre as linhagens de ratos fixada a condicdo experimental.
*comparagdo da condi¢do experimental fixada a linhagem de rato (p<0,05).
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Tabela 4. Mediana e valores minimo e maximo da altura do epitélio da glandula de

coagulagdo (um) dos ratos UChA, UChB e Wistar - CO e SM.

Altura do epitélio da glandula de

. Condi¢do -
Linhagens . coagulacdo
Experimental . > L.
Mediana e valores minimo e maximo
Wistar CcO 17,02 (16,87-17,22) a'B*
SM 12,76 (11,86-12,94) aA
CO 16,80 (15,75-18,80) aB
UChA SM 10,03 (9,42-10,65) aA
CO 16,60 (16,15-16,88) aB
UChB SM 10,06 (9,58-10.46) aA

Tcomparacio entre as linhagens de ratos fixada a condicdo experimental.
“comparagdo da condi¢do experimental fixada a linhagem de rato (p<0,05).

Tabela 5. Mediana e valores minimo e maximo do nimero de células positivas (+/1000) da
imunomarcacio da proteina p63, do receptor de andrégenos (AR) e do PCNA no

epitélio da vesicula seminal dos ratos UChA, UChB e Wistar - CO e SM.

Nuimero de células positivas na

Imuno- Linhasens Condigio vesicula seminal
histoquimica & Experimental Mediana e valores minimo e
maximo
) CcO 99 (88-108) b'B”
Wistar SM 86 (71-95) aA
CO 78 (73-84) aA
co 81 (75-89) aA
UChB SM 85 (76-90) aA
Wistar CO 683 (639-696) bA
SM 531 (522-551) bA
CcO 488 (449-504) aB
AR UChA SM 435 (419-448) aA
co 468 (434-501) aA
UChB SM 463 (419-495) aA
Wistar CO 169 (154-184) bB
SM 132 (103-146) aA
CcO 132 (120-146) aA
PCNA UChA SM 125 (107-136) aA
CcO 161 (144-171) bA
UChB SM 180 (168-192) bB

Tcomparacio entre as linhagens de ratos fixada a condico experimental.
“comparacio da condigdo experimental fixada a linhagem de rato (p<0,05).
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Tabela 6. Mediana e valores minimo e maximo do nimero de células positivas (+/1000) da
imunomarcagdo da proteina p63, receptor de andrégenos (AR) e PCNA do

epitélio da glandula de coagulacdo dos ratos UChA, UChB e Wistar - CO e SM.

Numero de células positivas na

. Imun}o-. Linhagens Condigdo glandula de coagul’a({‘ﬁo
histoquimica Experimental Mediana e valores minimo e
maximo .
Wistar 3 10207100 aA
063 ucha S 1 (105-114) A
uchs & 118 (112-122) an
Wistar o 419 U06-432) an
AR ™ 27 (319338 10
Uohs co 29 (407-442)
Wistar s 169 (159-152) oA
PCNA UChA 51\04 118938 ((117%13-_129130));?\
vns ™ 211 (07225 b

Tcomparacio entre as linhagens de ratos fixada a condicdo experimental.
2comparagéo da condigdo experimental fixada a linhagem de rato (p<0,05).

Tabela 7. Médias e desvio-padrdo das concentragdes hormonais plasmadticas de testosterona

e corticosterona (ng/ml) dos ratos UChA, UChB e Wistar - CO e SM.

. Condicao Hormonios
Linhagens . -
experimental Testosterona Corticosterona
. CO 1,0+0,4 bB 57,4+16,4 bB
Wistar
SM 0,7+0,3 aB 18,6+11,7 aA
CO 0,3+0,1 aA 10,0+4,4 aA
UChA
SM 0,5+0,2 aAB 28,6+13,5 bA
CO 0,4+0,1 aA 37,3+11,1 aB
UChB
SM 0,3+0,1 aA 67,24+24.8 bB

Tcomparacdo entre as linhagens de ratos fixada a condicio experimental.
“comparacio da condigdo experimental fixada a linhagem de rato (p<0,05).



Figs. 1A - F. Fotomicrografias do epitélio secretor da vesicula seminal de ratos Wistar e
UChA.

Figs. 1A e B. Expressdo da proteina p63: (A) Grupo W-CO apresentou maior nimero de
células positivas, (B) Grupo W-SM apresentou menor numero de células
positivas. Ep = epitélio; L = luz; Seta = nucleo positivo para p63; Barra = 20
pm.

Figs. 1C - F. Expressao do receptor de andrégeno (AR), (C) Grupo W-CO apresentou maior
numero de células positivas do que o grupo W-SM (D). (E) Grupo UChA-CO
apresentou maior nimero de células positivas do que o grupo UChA-SM (F).
Ep = epitélio; L = luz; Seta = nicleo positivo para AR; Barra = 20 pm.



Figs. 2A — D. Fotomicrografias do epitélio secretor da glandula de coagulacdo de ratos Wistar
e UChB.

Figs. 2A e B. Expressdo do receptor de andrégeno (AR), (A) Grupo W-CO apresentou maior
numero de células positivas, (B) Grupo W-SM apresentou menor nimero de
células positivas. Ep = epitélio; L= luz; Seta = ntcleo positivo para AR; Barra =
20 pm.

Figs. 2C e D. Expressdo do PCNA, (C) Grupo UChB-CO apresentou menor numero de células
positivas, (D) Grupo UChB-SM apresentou maior nimero de células positivas.
Ep = epitélio; L = luz; Seta = nicleo positivo para PCNA; Barra = 20 pm.



Figs. 3A - D. Fotomicrografias do epitélio secretor da vesicula seminal de ratos Wistar e
UChB.

Figs. 3A - D. Expressdao do PCNA, (A) Grupo W-CO apresentou maior nimero de células
positivas do que o grupo W-SM (B), (C) Grupo UChB-CO apresentou menor
numero de células positivas do que o grupo UChB-SM (D). Ep = epitélio; L =
luz; Seta = nucleo positivo para PCNA; Barra = 20 pm.
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VI - CONCLUSOES

H4 interacdo entre a separacdo materna e a ingestdo de etanol sobre a vesicula
seminal e a glandula de coagulacio de ratos UCh. H4 desequilibrio dos eixos HHG e HHA,
podendo levar a potencializagao das alteragdes sobre a reproducdo. Infere-se que diferentes
drogas e agentes estressores podem interagir sobre as glandulas sexuais acessodrias,
podendo provocar respostas semelhantes do epitélio secretor através de mecanismos de

acOes similares que devem ser investigados.
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