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Resumo

O alcoolismo tem atingido proporc¢des alarmantes em todo o mundo, porém sdo escassas as
investigacdes sobre o efeito inflamatério do etanol nos 6rgaos reprodutivos. O mastdcito € uma
das principais células envolvidas nos processos inflamatérios, com a presenca de dois subtipos
em roedores, de tecido conjuntivo (CTMC) e de mucosa (MMC). O objetivo desse trabalho é
localizar e quantificar os mastdcitos no lobo ventral da préstata, testiculo e epididimo de ratos
UChB e avaliar o possivel efeito do etanol sobre o nimero de mastdcitos nos 6rgaos analisados.
Os animais foram divididos em trés grupos experimentais (n=10/grupo): UChB com
administracdo de etanol a 10% (UChBet), UChB sem administra¢do de etanol (UChBco) e Wistar
(W). Amostras do lobo ventral da préstata, do epididimo e do testiculo direitos foram coletadas
ap6s 180 dias de experimentacdo e processadas para andlise em microscopia de luz. O material
foi corado com azul de toluidina para identificacdio dos mastdcitos totais, além de
imunohistoquimica para identificacdo dos CTMC. Os animais que receberam etanol apresentaram
maior quantidade de mastdcitos desgranulados na préstata. Nao houve diferenca estatistica no
nimero de mastdcitos, intactos e desgranulados, no testiculo. O epididimo apresentou diferencas
de acordo com o segmento analisado. Houve maior densidade de mastdcitos intactos e
desgranulados no UChBet que no UChBco no segmento inicial. O grupo W apresentou elevada
densidade de mastdcitos intactos na regido da cabeca, ndo havendo diferenca estatistica quanto
aos mastocitos desgranulados nesta regido. A regido do corpo do epididimo ndo revelou
diferencas entre os grupos para 0s mastdcitos intactos, porém quanto aos mastocitos
desgranulados houve aumento do nimero nos animais que receberam etanol. Ndo houve

diferencas quanto ao nimero de mastdcitos intactos na regido da cauda do epididimo, porém
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houve aumento de mastécitos desgranulados no UChBet. A préstata dos animais UChBet
apresentou maior quantidade de CTMC, além de nimero maior de MMC. Houve maior
quantidade de CTMC no testiculo de ratos W e, proporcionalmente, maior quantidade de MMC
nos grupos UChB. No epididimo houve menor marca¢do para CTMC nos animais UChB, com
aumento proporcional de MMC. Conclui-se que o etanol aumenta o nimero de mastdcitos
desgranulados e de MMC e, consequentemente, pode desencadear processos inflamatérios na

prostata, epididimo e testiculo de ratos UChB.

Palavras chave: ratos, lobo ventral da prostata, testiculo, epididimo, etanol, mastdcitos.
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Abstract

Alcoholism has reached alarming proportions throughout the world, but there is little research on
the inflammatory effect of ethanol in the reproductive organs. The mast cell, which is one of the
main cells involved in inflammatory processes, is known to have two subtypes in rodents,
connective (CTMC) and mucosal (MMC) tissue. Hence, the aim of this work is to locate and
quantify mast cells in the ventral lobe of the prostate, in the testis and epididymis of UChB rats
and then assess if there is a relation between ethanol ingestion and the number of mast cells in
these organs. The animals were divided into three experimental groups (n = 10/group): UChB rats
that received 10% ethanol administration (UChBet); UChB rats without ethanol administration
(UChBco); and Wistar rats (W). Samples of the ventral lobe of the prostate, right testis and right
epididymis were collected after 180 days of experiments and processed for light microscopy
analysis. The material was stained with toluidine blue for identification of total mast cells and
immunohistochemistry was performed for CTMC identification. The animals who received
ethanol exhibited high density of degranulated mast cells in the ventral prostate. There wasn’t
statistic difference in the number of mast cells, intact e degranulated, in the testis. The epididymis
showed differences according to the analyzed segment. There was a higher density of intact and
degranulated mast cells in UChBet when compared to UChBco in the initial segment. A high
density of intact mast cells in the epididymal caput was observed in W, with no difference in the
degranulated cells regarding this region. There was no difference between groups for intact mast
cells in the region of the epididymal corpus, but the number of degranulated mast cells was
higher in animals that received ethanol. There was no difference regarding the number of intact

mast cells in the epididymal cauda, but the number of degranulated mast cells was higher in
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animals that received ethanol. There was a greater number of CTMC in the prostate of UChBet
rats and a greater amount of MMC as well. There was higher amount of CTMC in the W rat testis
and, proportionally, greater amount MMC in UChB groups. Staining for CTMC in epididymis of
UChB animals was lower than W animals, which allows the establishment of a higher proportion
of MMC in these animals. We concluded that ethanol increases the number of degranulated mast
cells and MMC, and thus, it could be promoting inflammation in the prostate, epididymis and

testis of UChB rats.

Key Words: rats, ventral lobe of the prostate, testis, epididymis, ethanol, mast cells.
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Introducao Geral

Alcoolismo

O alcoolismo € uma sindrome multifatorial que compromete os aspectos fisico, mental e
social do individuo (Edwards & Gross, 1976). O Servico de Saide Publica dos EUA conceituou
como alcodlico o individuo que ingere cronicamente mais do que 32 oz (ounce = 28,35g) de
wisky (43% de etanol) diariamente ou quantidade equivalente de outras bebidas alcodlicas (US
Department of Health, 1978). Pesquisa da Organizacdo Mundial de Saide demonstrou que 17%
da populagdo mundial sao alcodlicas, sendo que no Brasil o alcoolismo é um dos mais graves
problemas de saide, decorrente de complicagdes no campo somdtico-psiquico e pela repercussao
no meio social (Fortes & Cardo, 1991; Halsted, 2004).

O etanol e os seus metabdlitos provocam distirbios generalizados em varios sistemas
organicos e no metabolismo da glicose, lipideos e proteinas (Hirata & Hirata, 1991; Martinez et
al., 2001a,b; Gomes et al., 2002). Por induzir a formagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
o etanol € capaz de desestabilizar proteinas e lipideos celulares (lipoperoxidagao), favorecendo o
processo de apoptose e necrose, prejudicando a homeostasia tecidual. Tanto o etanol quanto o seu
metabdlito, o acetaldeido, tem efeitos sobre varios fatores de crescimento celular, inibindo a
sintese de acido retindico e a proliferacio celular (Riley et al., 2001).

O consumo cronico de etanol estd associado ao aumento do reticulo endoplasmaético liso
no figado, local onde ocorre a oxidacdo de, aproximadamente, 95% do etanol presente no sangue
(Gayoto & Alves, 2001). A metabolizagdo do etanol segue trés vias diferentes nos hepatocitos:

(1%) o sistema da enzima dlcool desidrogenase (ADH) na matriz citoplasmadtica, responsével pela
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maior parte do processo; (2%) o sistema microssomal de oxidagdo (MEOS) no reticulo
endoplasmitico e (3") sistema da catdlise bindria nos peroxissomos (Tampier et al., 1994). O
acetato € lancado na corrente sanguinea, sendo rapidamente metabolizado nos tecidos em di6xido
de carbono e dgua (Lieber, 1993).

O etanol é potente indutor de teratogénese em humanos. Quando ingerido durante a
gestacdo pode levar ao aparecimento de um quadro conhecido como Sindrome Alcodlica Fetal
(Hoyme et al., 2005), caracterizada por anormalidades faciais, crescimento retardado,
dificuldades intelectuais e problemas comportamentais (Krulewitch, 2005).

O consumo de etanol estd ligado ao aumento do fator de risco para o desenvolvimento de
varios tipos de cancer, principalmente na cavidade oral, faringe, eséfago e laringe. Poschl & Sertz
(2004) propde que o etanol ndo atue diretamente na inducdo de tumores, mas como agente
promotor. Esse potencial co-carcinogénico foi comprovado por Garro & Lieber (1990), que
evidenciaram que o etanol aumentou o efeito carcinogénico de algumas substancias, entre elas os
compostos aromaticos policiclicos e algumas nitrosaminas, favorecendo o crescimento tumoral,
diminuindo a capacidade de destoxificacdo, imunossupressao e inibi¢ao de enzimas de reparo do
DNA lesado.

A alta concentracdo de etanol no sangue é responsavel por grandes prejuizos no sistema
nervoso, desencadeando deficiéncias neuroldgicas severas na medula espinhal (Forchleimer et
al., 2005), morfoldgicas e neuropsicoldgicas (Moselhy et al., 2001). Entre alguns mecanismos
cognitivos e transtornos emocionais causados pelo etanol, destacam-se: auséncia de atencdo,
ansiedade, fobia, depressdo e agressao (O’Connel et al., 2005). Algumas das drogas mais
utilizadas pelos individuos, como nicotina, cocaina, anfetaminas e opidides, junto com o etanol,

possuem a mesma habilidade em ativar o sistema mesocorticolimbico dopaminérgico (Grenhoff
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et al., 1986; Clarke et al., 1988; Koob, 1992; Blomqvist et al., 1993), estrutura atuante no sistema
de recompensa cerebral e chave no desenvolvimento e manutencdo da dependéncia de drogas de
abuso (Wise & Rompre, 1989).

Modelos animais tém contribuido para explicar alguns aspectos biolégicos: bioquimicos,
fisiol6gicos e morfolégicos envolvendo o consumo de bebidas alcodlicas por humanos (Candido
et al., 2007). Li et al. (1987) menciona a existéncia de trés pares de linhagens de ratos de alto e
baixo consumo de etanol. Os UChA e UChB (UCh = Universidade do Chile) os mais antigos, os
de Helsink iniciados por Eriksson (1968) e os de Lumeng & Li em Indiandpolis. As linhagens
AA (Alko Alcohol) e ANA (Alko Nonalcohol) de Helsink foram obtidas por cruzamentos
alternados de inbreeding e outbreeding. As linhagens P (Alcohol Prefering — 5-8g/kg/dia) e NP
(Non-Alcohol Prefering — menos de 0,5/kg/dia) de Lumeng & Li tem sido obtidas por
cruzamentos outbreeding. Além dessas linhagens de ratos, existem racas de camundongos, tanto
de alto consumo, a C57BL/6, como de baixo consumo de etanol, a BALB e PBA. Dos trés pares
descritos, os Unicos que se mantém em inbreeding sao os UChA e UChB e, por conseguinte, sdo
as uUnicas linhagens consideradas puras para os efeitos de estudos genéticos, bioquimicos,
fisiolégicos, nutricionais e farmacolédgicos do efeito do etanol, bem como apetite e tolerancia, que

sdo importantes fatores do alcoolismo humano.

Prostata, epididimo e testiculo: estrutura e funcao

O sistema genital masculino da maioria dos mamiferos € composto por testiculo (gébnada),
epididimos, ductos deferentes, glandulas sexuais e 6rgao copulador.

Os testiculos de homens localizam-se inferiormente ao pénis no interior do escroto

(Tirapelli, 2008), envolvidos pela tunica albuginea, espessa capa de tecido conjuntivo denso
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(Junqueira & Carneiro, 2004). A tdnica albuginea se espessa e invagina, formando o mediastino
testicular e dividindo o testiculo em l6bulos (Tortora & Grabowiski, 2002). Assim, cada testiculo
pode ser, funcionalmente e anatomicamente, dividido em dois compartimentos, intersticial e
tubular, responsdveis pela esteroidogénese e espermatogénese, respectivamente (Rodriguez &
Favaretto, 1999). No compartimento tubular, encontram-se os tibulos seminiferos que sdo algas
contorcidas com extremidades conectadas na rete testis pelo tibulo reto (Russell et al., 1990). Os
tdbulos seminiferos sdo constituidos pelo epitélio seminifero, células de Sertoli e sdo circundados
por camada externa de células midides e tecido conjuntivo associado, a tunica propria, € por
membrana basal adjacente ao epitélio seminifero, separando-o da tinica propria (Ross et al.,
2003).

A espermatogénese ¢ um processo elaborado onde células-tronco espermatogoniais
tornam-se células hapldides altamente diferenciadas, os espermatozéides (Clermont, 1972). O
compartimento intersticial se localiza entre os tibulos seminiferos e possui vasos sangiiineos e
linfaticos, nervos e células de Leydig, responsaveis pela produciao de andrégenos, principalmente
a testosterona, e fonte para uma variedade de outros esterdides (Russel et al., 1990). Mastdcitos e
macréfagos sdo também comumente vistos no intersticio, sendo que, em algumas espécies, os
macréfagos podem representar 25% das células totais do local (Russel et al., 1990). A funcdo
testicular € regulada pelas relacdes entre o hipotdlamo, hipéfise, hormdnios testiculares e o
compartimento germinativo (Sokol, 1997).

O epididimo € formado por um ducto unico, altamente contorcido, que liga os testiculos
aos vasos deferentes, sendo o sitio de maturacdo e armazenamento de espermatozodides. As
funcdes do epitélio epididimario incluem absor¢do, secrecdo, sintese e metabolismo de algumas

glicoprotéinas, criando meio apropriado para aquisi¢do da habilidade para fertilizacdo (Serre &
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Robaire, 1998). Nos mamiferos em geral, o epididimo é dividido anatomicamente em quatro
regides: segmento inicial, cabeca, corpo e cauda. O segmento inicial e a cabeca estdo
relacionados a absor¢do da fase fluida do liquido seminifero, o corpo € responsdvel pela
habilitacdo para fertilizacdo (maturacdo) dos espermatozdides e a cauda, com suas partes
proximal e distal, se destina a estocagem dos espermatozdides no ducto epididimério (Robaire &
Hermo, 1998). Possui epitélio pseudo-estratificado cilindrico ciliado, com seis tipos celulares
distintos: principais, basais, claras, delgadas, halo e apicais. As principais, que sao as mais
abundantes, destacam-se nos processos de absorcdo, secrecdo (Serre & Robaire, 1998),
endocitose e transcitose (Robaire & Hermo, 1998).

A préstata € formada por glandulas tdbulo-alveolares ramificadas com ductos que
desembocam na uretra prostitica. E envolta por cdpsula fibroeldstica, rica em mdsculo liso, que
envia septos para o interior da glandula. No homem, é compacta (alobular) apresentando trés
zonas: central, periférica e transicdo. No rato, a prostata é multilobulada, dividida em quatro
pares de l6bulos: anterior, dorsal, ventral e lateral (Roy-Burman et al., 2004). O epitélio é
constituido de trés tipos celulares: basal, secretor (luminal) e neuroendocrino (NE). As células
basais sdo de reserva (stem cell) do epitélio prostatico (Hazem et al., 2002). As células secretoras
contribuem com variedade de produtos do plasma seminal, incluindo o antigeno prostitico
especifico (PSA) e a fosfatase 4cida prostatica (PAP) (Aumiiller, 1983; Amiiller, 1989). A célula
NE contém serotonina e peptideos ou neuropeptideos (Di Sant’ Agnese et al.,1989; Vittoria et al.,

1990).
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Etanol e sistema genital masculino

Virios estudos tém enfatizado os efeitos do consumo do etanol no sistema genital
masculino em animais de laboratério. O etanol é tanto uma toxina direta, alterando a producdo de
testosterona nas gdnadas, como indireta, atuando no eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal (Van
Thiel, 1983; Anderson et al., 1989; Saxena et al., 1990; Tadic et al., 2000). Martinez et al. (2000)
evidenciaram diferencas na histologia testicular de ratos UChA e UChB em relacdo aos Wistar
controles. Os animais bebedores de etanol apresentaram desorganizagdo epitelial, vacuolizacgao,
aumento do ndmero de gotas lipidicas no citoplasma das células de Sertoli e perda de elementos
germinativos, causando atrofia tubular seminifera. O etanol também age nas células de Leydig,
reduzindo os receptores de LH, interferindo na sintese hormonal de testosterona (Bannister et al.,
1987; Adler, 1992).

Outras alteragdes testiculares podem ser verificadas em conseqii€éncia do uso de etanol.
Grattagliano et al. (1997) verificou aumentos das taxas de peroxidagdo lipidica e protéica, além
da reducdo testicular de glutationa, responsavel por aumento da acdo dos radicais livres. As
células germinativas também sdo afetadas, desencadeando aumento do processo apoptético, que
gera prejuizo a espermatogénese e infertilidade (Zhu et al., 2000).

A préostata € uma glandula sexual acesséria masculina cujo interesse se relaciona a
freqliéncia de diferentes patologias, como a hiperplasia prostética benigna e o cincer (Guess,
2001). As conseqiiéncias da toxicidade do etanol sdo complexas, sendo que persistem dividas
sobre a morfofisiologia do estroma e sua interacdo com as células epiteliais em resposta ao
alcoolismo cronico (Céandido et al., 2007). Varios trabalhos abordaram a correlagdo entre o uso
do etanol e a morfofisiologia da prdstata. Martinez et al. (2001) relatou a atrofia do epitélio em

ratos UChA e UChB comparados aos controles. Candido et al. (2007) verificou a presenca de
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neoplasia intraepitelial prostdtica (PIN), seguido de hipertrofia e presenca de células
inflamatdrias na prostata de ratos UChB. Favaro & Cagnon (2006) observaram aumento das
cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso de ratos tratados com etanol a 10% durante 90 dias,
além da diminuicdo da testosterona e dos seus receptores na préstata (Favaro & Cagnon, 2008).

Alteragcdes histopatoldgicas causadas pelo etanol podem também ser verificadas no
epididimo, onde a droga age diretamente no armazenamento de espermatozdides (Anderson et
al., 1983). Provoca baixa concentracdo e prejuizo na motilidade dos espermatozdides normais e
aumento do nimero de teratozoospermia (Kucheria et al., 1985; Gomathi et al., 1993; Villalta et
al., 1997). Essas modifica¢des seriam resultado de alteracdes que ocorrem no meio epididimario,
levando ao comprometimento da maturacdo dos espermatozéides (Srikant et al., 1999).

Ratos submetidos a ingestdo cronica de etanol apresentaram o epididimo com epitélio
desorganizado, células claras com reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi com cisternas
dilatadas, além do aumento de gotas lipidicas nas células principais e claras, indicando alteracao
do metabolismo lipidico frente a ingestdo de etanol (Pereira et al., 2003). Martinez et al. (2000)

verificou alteracOes significativas no epididimo de ratos UCh, principalmente no segmento

caudal, onde foi verificado atrofia do epitélio devido a diminuicao da area citoplasmaética.

Mastocitos, etanol e sistema genital masculino

Os mastocitos foram descobertos por Paul Ehrlich em 1879, como células com granulos
citoplasmaticos proeminentes € que teriam a funcdo de ajudar na manuten¢do do tecido
conjuntivo (Galli et al., 1999). Posteriormente, sugeriram que eles fossem derivados de células T,
fibroblastos ou macrofagos. Com estudos de Kitamura et al. (1979), foi admitido que eles sdo

derivados de stem cells hematopoiéticas da medula Ossea.
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Desde o seu descobrimento, os mastdcitos tém sido alvo de estudos controversos quanto
ao seu papel em condi¢des fisioldgicas (Valchanov et al., 1998). Estdo distribuidos nos tecidos de
mamiferos, préximos a vasos sanguineos, nervos, epitélios, musculo liso (Noviana et al., 2004),
principalmente nos espagos perivasculares e tecido conjuntivo da pele e do trato respiratdrio e
gastrointestinal (Metcalfe & Boyce, 2006). Os mastdcitos contém ou sintetizam, apds estimulos
apropriados, potentes mediadores biologicamente ativos que podem ter efeitos diferentes na
inflamagdo, na remodelacdo de tecidos (Galli et al., 1999) e fibrose, defesa contra doencas
infecciosas, angiogénese e biologia do cincer (Yamanaka et al., 2000, Silistino-Souza et al.,
2007). Alguns produtos sdao pré-formados e estocados nos granulos das células, como a
histamina, serotonina, proteases, exopeptidases e neuropeptideos (Karaca et al., 2007), enquanto
outros sdo sintetizados sob apropriada ativacao celular, como as citocinas que sdo os mediadores
mais recentemente identificados que influenciam na maturagao, diferenciacdo e proliferacao dos
mastocitos (Noviana et al., 2001)

Os mastdécitos podem ser identificados nos tecidos de diferentes 6rgaos de acordo com o
seu sitio tecidual, propriedades metacromaticas e seletividade para fixa¢do (Noviana et al., 2004).
Estudos em roedores permitiram a subdivisdo dessas células em: mastdcitos de mucosa (MMC) e
mastdcitos de tecido conjuntivo (CTMC) (Damazo et al., 2004). Morfologicamente, os MMCs
sdo menores que os CTMCs, além de possuirem forma e granulos de tamanhos varidveis. Com
relacdo as diferencas dos contetdos dos granulos citoplasmaticos, enquanto os MMCs sdo ricos
em condroitina-6-sulfato e quantidade limitada de histamina (De Jonge et al., 2002; Damazo et
al., 2004), os CTMCs possuem a heparina, além de grandes quantidades de histamina (Welle,
1997; Damazo et al., 2004). Os MMCs podem ser considerados células atipicas, T-dependentes,

encontradas principalmente na mucosa do trato gastrointestinal e na lamina prépria do trato
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respiratério. Ao contrdrio, os CTMCs sdo células T-independentes encontradas,
preferencialmente, na submucosa do trato gastrointestinal, pele e peritonio (Welle, 1997). Imuno-
histoquimicamente, os mastécitos podem ser identificados de acordo com o tipo de protease
predominante: protease de mastdcito de rato I (RMCP-I) no caso de CTMCs ou RMCP-II quando
se tratar de MMCs (Kawakubo er al., 2005).

A desgranulacdo dos mastdcitos pode ocorrer experimentalmente pela acdo do composto
48/80, agente ndo imunogénico utilizado em experimentos para desgranulacio de CTMCs
(Matsumoto et al., 2004; Ohta et al., 2006). Nesses experimentos, os MMCs permanecem
inalterados (Galli & Nakae, 2003). O processo de desencadeamento da desgranulacdo dos
CTMCs nao estd totalmente esclarecido, mas sabe-se que o composto 48/80 ativa proteinas
ligantes GTP dos mastdcitos (Kuno et al., 1993; Palomaki & Laitinen, 2006).

A exposi¢do aguda ou crdnica ao etanol tem mostrado ter efeitos prejudiciais na defesa do
organismo, diminuindo a capacidade de atuar contra doencas infecciosas e reduzindo a
capacidade do sistema imune em rejeitar tumores (Carvalho et al., 2005). Nao estd claro se o
etanol age diretamente sobre os mastdcitos ou induz a liberagdo de algum outro fator ativador de
mastécito, como a substancia P ou o peptideo intestinal vasoativo (Toiavari et al., 2000). Em
camundongos tratados com etanol, ocorreu a inibicdo da producdo de citocinas inflamatdrias por
macréfagos alveolares, a producdo de TNF-a e a desgranulagdo induzida por Ig-E (Toiavari et
al., 2000; Carvalho et al., 2005). A clara diminui¢do da liberagdo de mediadores pelos
mastdcitos, em particular TNF-a e IL-8, pode resultar no atenuado recrutamento de neutréfilos e,
em parte, explicar a deficiéncia imune conhecida associada com o consumo cronico de etanol
(Toiavari et al., 2000), contribuindo para a instalagdo de alteracdes patoldgicas no organismo

(Szabo, 1999).
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Pesquisas recentes sobre alcoolismo tém enfatizado a importancia do estudo dos
mastdcitos em tecidos do sistema genital tanto feminino quanto masculino. Gosden et al. (1993)
propds que as proteases RMCP-I e II contribuem para a remodelacdo da matriz extracelular do
ovério, atuando o crescimento folicular e do corpo ldteo e regressdo do utero durante o ciclo
estral e prenhez. Acredita-se que o consumo cronico de etanol exerca influéncia na instalagdo ou
evolucdo do processo inflamatério ou em ambos (Chuffa er al., 2009). Mastécitos na medula
ovariana de ratas UChA foram descritos por Chuffa et al. (2009), sugerindo acdo indireta dos
efeitos toxicos do etanol. Mello Junior et al. (1997) notaram infiltracdo de mastdcitos na parede
vesical de ratos submetidos ao alcoolismo cronico experimental, além do aumento da
sensibilidade as inflamagdes.

Em humanos, essas afirmacdes assemelham-se as encontradas por Collan et al. (1976) que
observaram mastdcitos no epitélio da bexiga urindria de pacientes com cistite intersticial. Ambos
os dados estdo em conformidade com os achados clinicos de Stopinski et al. (1993) de que ha
maior risco de se contrair infeccdes urindrias em pacientes que consomem etanol. Em situagdes
fisiolégicas normais, mastdcitos podem ser vistos no testiculo de homens adultos (Yamanaka et
al., 2000), indicando possivel funcdo na produgao de esteréides (Meineke et al., 2000). Em casos
de infertilidade, hd aumento no nmimero de mastocitos nos testiculos (Meineke et al., 2000), onde
ativam fibroblastos, promovendo a sintese de coldgeno, causando a fibrose do 6rgdo (Yamanaka
et al., 2000). Além disso, o aumento da quantidade de mastdcitos na prostata foi confirmado

também em pacientes com carcinoma prostatico (Aydin et al., 2002).
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Justificativa

Na literatura cientifica especializada, ndo hd relatos de pesquisas experimentais que
avaliam os efeitos toxicos do consumo crénico de etanol sobre a populacdo de mastdcitos em
tecidos hormonios-dependentes do sistema genital masculino. No entanto, sdo conhecidos outros
efeitos toxicos do etanol no sistema genital masculino, como estresse oxidativo, apoptose e morte
celular (Novelli ef al., 1997; Husain & Somani, 1998; Koh & Kim, 2006). Assim, trabalhos sobre
os efeitos inflamatérios do etanol no sistema genital masculino, com énfase na variacdo do
nimero de mastécitos no lobo ventral da préstata, no epididimo e no testiculo de ratos da

linhagem UChB (bebedores voluntarios de grande quantidade de etanol a 10%) sdo pertinentes.

Objetivos

e Analisar histolégica e quantitativamente os mastdcitos no lobo ventral da préstata, no
epididimo e no testiculo, usando o modelo experimental de ratos UChB (modelo de alcoolismo),
bebedores voluntarios de etanol a 10%, e como controle UChB e Wistar (sem administracdao de
solucdo de etanol);

e Avaliar se hd interacdo do nimero de mastdcitos frente a ingestdo de etanol nos 6rgaos

estudados.

Artigo
O presente trabalho originou um artigo que estd sendo preparado para submissdo ao

periddico Asian Journal of Andrology, o qual se intitula “Mastécitos e etanol: interacdes na
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prostata, no epididimo e no testiculo de ratos UChB (consumidores voluntdrios de etanol a

10%)”, e que sera apresentado a seguir.
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Mastadcitos e etanol: interacoes na prostata, no epididimo e no testiculo de
ratos UChB (consumidores voluntarios de etanol a 10%)

Resumo

O alcoolismo tem atingido proporc¢des alarmantes em todo o mundo, porém sdo escassas as
investigacdes sobre o efeito inflamatério do etanol nos 6rgdos reprodutivos. O mastdcito € uma
das principais células envolvidas nos processos inflamatdrios, com a presenca de dois subtipos
em roedores, de tecido conjuntivo (CTMC) e de mucosa (MMC). Portanto, o objetivo do
trabalho € localizar e quantificar os mastdcitos no lobo ventral da préstata, no epididimo e no
testiculo de ratos UChB e avaliar se hd interacdo do etanol com o nimero de mastdcitos nos
6rgaos analisados. Os animais foram divididos em trés grupos experimentais (n=10/grupo):
UChB com administracdo de etanol a 10% (UChBet), UChB sem administracio de etanol
(UChBco) e Wistar (W). Amostras do lobo ventral da préstata, do testiculo e do epididimo
direitos foram coletadas apds 180 dias de experimentacdo e processadas para andlise em
microscopia de luz. O material foi corado com azul de toluidina para identificacdo dos mastdcitos
totais, além de imunohistoquimica para identificacio dos CTMC. Maior nimero de mastdcitos e
de células desgranuladas foram encontradas nos animais consumidores de etanol, acompanhado
por maior propor¢do de MMC nos animais UChB. Conclui-se que o etanol aumenta o niimero de
mastdcitos desgranulados e de MMC e, conseqiientemente, pode desencadear processos

inflamatorios na prostata, epididimo e testiculo de ratos UChB.



Palavras chave: ratos, lobo ventral da préstata, testiculo, epididimo, etanol, mastdcitos.
Lista de abreviaturas

Mastdcitos de mucosa (MMC)

Mastécitos de tecido conjuntivo (CTMC)

Protease de mastdcito do tipo I (RMCP-I)

Protease de mastdcito do tipo II (RMCP-II)

Grupo UChB com administrag¢do de etanol (UChBet)

Grupo UChB sem administracdo de etanol (UChBco)

Grupo Wistar (W)
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Introducao

O etanol é caracterizado por causar distirbios em vrios sistemas organicos,' tanto em
humanos, macacos como em roedores.” Em busca do carter genético do alcoolismo, foram
selecionados na Universidade do Chile, a partir de cruzamentos inbreeding de ratos Wistar, os
animais UChA e UChB, de baixo e alto consumo de etanol, respectivamente. Os alelos que
induzem o alcoolismo s@o naturalmente transmitidos durante a fusdo dos gametas e modulam a
preferéncia ou a tolerdncia ao consumo de etanol.” As linhagens UCh sdo consideradas puras para
estudos dos efeitos do etanol.

A literatura especializada enfatiza o efeito do consumo de etanol no sistema genital
masculino de animais de laboratério.*® Alteraces na histologia testicular foram verificadas nos
ratos UChA e UChB, como desorganizagdo epitelial, vacuoliza¢ao, aumento do nimero de gotas
lipidicas no citoplasma das células de Sertoli e perda de elementos germinativos.* O epididimo
mostrou altera¢des significativas, principalmente no segmento caudal, onde foi verificada atrofia
do epitélio devido a diminuicio da érea citoplasmatica,* além do comprometimento na maturacdo
dos espermatozéides.” Atrofia do epitélio secretor,® além da presenca de neoplasia intraepitelial
prostética e de células inflamatérias,’ foram descritas no lobo ventral da préstata de ratos UChA e
UChB.

Apesar da avaliacdo sobre a morfologia do sistema reprodutor masculino, poucos
trabalhos ddo atencdo ao processo inflamatdrio desencadeado pelos efeitos do etanol. O
mastocito, uma das principais células inflamatorias, contém ou sintetiza sobre estimulos
apropriados, potentes mediadores biologicamente ativos que podem ter efeitos diferentes na

. - - . 9 . .
inflamacdo, na remodelacdo de tecidos,” na fibrose, na defesa contra doencas infecciosas, na
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10,11

angiogénese e na biologia do céncer. Estudos em roedores permitiram a identificacdo de dois

subtipos de mastdcitos: de tecido conjuntivo (CTMC) e de mucosa (MMC).12 Além das

: £t . - 13,14
diferencas morfolgicas e funcionais,'

se caracterizam por diferentes tipos de proteases:
protease de mastécito do tipo I (RMCP-I), caracteristica dos CTMCs e RMCP-II de MMCs."

Mastdcitos foram extensivamente estudados em fémeas, relacionando-os com as diversas
fases do ciclo estral.'®'7!%!" Diferentemente das fémeas, hd poucos trabalhos relacionando os
mastcitos e o sistema reprodutor masculino. Gaytan et al”® verificaram aumento na quantidade
de mastdcitos testiculares em ratos apds tratamento neonatal com estrégeno, sem diferencas
significativas na prostata e no epididimo.

Acredita-se que o consumo cronico de etanol exerca influéncia na instalacio ou na
evolucdo do processo inflamatério ou em ambos. O etanol provocou aumento dos mastdcitos na
medula ovariana de ratas UCh,*' porém ndo hd dados dos efeitos no sistema genital masculino.
Assim, objetivou-se avaliar histolégica e quantitativamente os mastdcitos e verificar se ha

interacdo no nimero de mastdcitos frente a ingestdo de etanol no lobo ventral da préstata,

epididimo e testiculo.

Materiais e Métodos

Animais e manejo experimental

Foram utilizados 20 ratos da linhagem UChB (consumidores voluntérios de etanol a 10%)
provenientes do Biotério do Departamento de Anatomia do Instituto de Bioci€ncias da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Campus de Botucatu (IBB/UNESP) e

10 ratos da linhagem Wistar cedidos pelo Biotério Central do Campus de Botucatu. Os animais
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constituiram trés grupos: 1°) ratos UChB com administracio de solucdo de etanol a 10%
(UChBet), 2°) ratos UChB sem administracido de solu¢@o de etanol a 10% (controle - UChBco) e
3°) ratos Wistar sem administra¢io da solucdo de etanol a 10% (controle — W). Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno (40X30X15cm), com fundos sélidos, forradas com substrato
de maravalha, sob condi¢des controladas de luminosidade (12h de claro e 12h de escuro),
temperatura (20 2 25°C), sendo fornecida 4gua filtrada e racio (Nuvital®) ad libitum. O protocolo
experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

Fixagdo, processamento e inclusdo

Com 180 dias de idade, os machos foram sacrificados por decapitacdo e, em seguida,
realizada a laparotomia abdomino-pélvica e o lobo ventral da préstata, o epididimo e o testiculo
foram retirados e pesados em balanca analitica. Os fragmentos do lobo ventral da préstata, do
epididimo (segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) e do testiculo foram fixados em
paraformaldeido a 4%, tampao cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.4, durante 24h a 4°C. Apoés
lavagem no mesmo tampdo, os fragmentos dos tecidos foram desidratados em concentracdes
crescentes de etanol, diafanizados em xilol e incluidos em paraplastico (Oxford Labware, St.

Louis, USA).

Anadlise em microscopia de luz
Histoquimica. Os mastdcitos foram identificados pela coloracdo com azul de toluidina em
solu¢do de borax a 1% (TAAB Laboratories, UK). A metacromasia, resultante da coloragdo por

corantes bdsicos, permitiu avaliar e quantificar os mastdcitos intactos e desgranulados.
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Mastécitos  intactos e desgranulados foram diferenciados pela auséncia ou presenca,
respectivamente, de granulos metacromaticos no exterior dos mastécitos, no tecido conjuntivo
circundante, como descrito por Mar6n er al*> e Keith et al*>. Os cortes foram semi-seriados de
quatro micrometros (ium) de espessura obtidos no micrétomo Leica RM 2165. As laminas foram
analisadas e fotografadas em fotomicroscopio Axiophot Il - Zeiss do Laboratério de
Imunomorfologia do IBILCE/UNESP.

Imunohistoquimica. Para detectar e quantificar os CTMC, seccdes de quatro pm dos
fragmentos do lobo ventral da préstata, do epididimo e do testiculo adjacentes as coradas por azul
de toluidina foram preparados em laminas silanizadas (3-aminopropiltrietoxisilano, Sigma),
desparafinizadas e hidratadas. Posteriormente, as laminas foram levadas ao: (a) microondas em
solu¢do de citrato de sédio, pH 6,0, por 15 minutos; (b) esfriadas em temperatura ambiente por 20
minutos; (c) bloqueadas com solucdo de peroxidase (3% H,O, em metanol) por 15 minutos; (d)
lavadas trés vezes em solu¢do tampao de fosfato (PBS, pH 7,4) por cinco minutos cada; (e)
bloqueadas as proteinas em solu¢cdo de soro fetal bovino (BSA, 3% em PBS) por 1 hora; (f)
incubadas durante a noite em geladeira com o anticorpo primdrio monoclonal mast cell protease
1, anti-RMCP-1 (Imuny Biotechnology, BRA), caracteristicos dos CTMC, diluicdo de 1:400 em
BSA a 1% em PBS; (h) lavadas trés vezes em PBS (5 minutos cada), incubadas com o anticorpo
secundario rabbit anti-mouse (DAKO, USA), biotinilado (diluicao 1:100 em PBS) por uma hora;
(1) lavadas trés vezes em PBS (5 minutos cada); (j) incubadas com complexo Avidina-Biotina
(DAKO, USA) por 45 minutos; (k) lavadas trés vezes em PBS (5 minutos cada); incubadas em
DAB (Sigma-Aldrich, Alemanha) por dois minutos; (K) lavadas em &4gua destilada, contra

coradas com hematoxilina de Harris € montadas com Permount®.
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Todos os fragmentos processados foram analisados e fotografados no fotomicroscépio

Axiophot II - Zeiss do Laboratério de Anatomia do IBB/UNESP.

Quantificagdo dos mastocitos e andlise estatistica

A quantificag@o foi realizada através das ldminas de histoquimica e imunohistoquimica.
Os valores foram demonstrados em células/mm” de oito cortes semi-seriados de quatro pm
(deixando 50 um de espago entre cada sec¢do) por bloco (dez blocos/ grupo). A contagem no
lobo ventral da préstata foi feita em quatro campos/corte observados em objetiva de 40X,
totalizando a drea de 0,34mm?2. Oito cortes seriados/bloco foram varridos na sua totalidade em
objetiva de 40X no epididimo e no testiculo. As andlises no lobo ventral da prdstata e no
epididimo foram feitas através da andlise de varidncia para o modelo com um fator,
complementado com as comparacdes miltiplas de Tukey.** No testiculo, foi realizado teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado com comparacdes multiplas de Dunn.”* Ambas
as andlises com 5% de significancia. O nimero estimado de MMC correspondeu a diferenca entre

o valor total de mastdcitos e o nimero de CTMC, resultado da imunohistoquimica para RMCP-I.

Resultados

Os mastdcitos apresentaram localizagdo semelhante nos diferentes grupos experimentais.
Foram encontrados principalmente no estroma, em torno de vasos sanguineos ou proximos ao
epitélio no lobo ventral da préstata. Os mastdcitos testiculares estavam presentes junto a tunica

albuginea em torno dos vasos subcapsulares. Semelhante a prdstata, os mastocitos do epididimo
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foram constantes no estroma, proximos ao epitélio ou em torno de vasos sanguineos, além de
algumas células encontradas no interior da cépsula de tecido conjuntivo que envolve o 6rgao.

A quantidade de mastdcitos variou entre os grupos nos diferentes 6rgaos. O lobo ventral
da préstata apresentou maior nimero de mastdcitos desgranulados/mm? no grupo UChBet
(Figura 1A-B, D-E, G-H). As células intactas ndo apresentaram diferenca estatistica significativa
entre os trés grupos experimentais. O etanol aumentou a quantidade total de mastdcitos no lobo
ventral da préstata (Tabela 1).

O testiculo ndo apresentou diferencas no nimero de mastdcitos entre 0S grupos
experimentais (Tabela 1). Além disso, os mastdcitos estavam presentes em menor nimero
quando comparados a prostata e ao epididimo (Tabela 1, Figura 2A, C, F).

Os animais da linhagem Wistar mostraram maior nimero de mastdcitos intactos/mm? no
epididimo (Tabela 1). Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica significativa, o grupo
UChBet apresentou tendéncia de aumento na quantidade das células desgranuladas (Tabela 1).
Essa tendéncia refletiu-se no nimero total de mastocitos/mm? maior no grupo UChBet (Figura
3A-D).

A andlise do epididimo foi realizada também nas suas diferentes regides, revelando
diferengas estatisticas significativas entre os grupos experimentais (Tabela 2). Menor niimero de
mastdcitos intactos/mm? foi observado no segmento inicial do epididimo dos ratos UChBco,
enquanto que na regido da cabecga do epididimo dos ratos Wistar maior nimero/mm? (Tabela 2).
Com relag@o as células desgranuladas, o grupo UChBet apresentou maior nimero em todas as
regides, com excec¢do da regido da cabega onde nao foi significativo (Figura 3A-D).

A quantificagdo dos CTMC na prostata apresentou maior numero deste subtipo

celular/mm? nos animais consumidores de etanol (Tabela 3; Figura 1C, F, I), fato este devido ao
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grande nimero de mastdcitos presente neste 6rgao nos animais UChBet. A partir do nimero
CTMC/mm?, podemos inferir a quantidade de MMC, sabendo que estes correspondem aos dois
subtipos de mastdcitos presentes em roedores. A partir dos nimeros obtidos podemos notar maior
quantidade de MMC no grupo UChBet, sendo que os animais do grupo Wistar apresentaram
nimero reduzido em relagdo aos outros dois grupos (Tabela 3).

No testiculo houve maior quantidade de CTMC nos animais do grupo W em relacdo ao
UChBco (Tabela 3). Os animais deste dltimo grupo apresentaram pouca marcacao para CTMC e,
portanto, maior nimero de MMC serd encontrado no testiculo destes animais. Os animais
UChBet também apresentaram ntimero reduzido de CTMC, porém tal resultado ndo foi
estatisticamente significante quando comparado aos animais W (Tabela 3 e Figura 2B, D, F).

A andlise do epididimo, assim como no testiculo, apresentou maior numero de
CTMC/mm? no W, em relac@o a linhagem UChB, tanto nos animais controles como aqueles com
ingestao de etanol (Tabela 3). Em todos os grupos houve pouca marcacio para CTMC no
epididimo, o que nos permite concluir que tal érgdo apresenta maior quantidade de MMC (Tabela

3 e Figura 6E-G).

Discussao

O etanol ndo alterou a localizagdo dos mastdcitos nos 6rgaos analisados. Os mastocitos
encontraram-se distribuidos pelo estroma fibromuscular e em torno dos vasos sanguineos na
L 20 oy f
prostata. Segundo Gaytan et al”, o tratamento neonatal com esteroides em ratos também nao
modificou a localizacdo dos mastdcitos prostaticos. O mesmo padrdo foi verificado em homens

com cancer de préstata e em pacientes saudaveis, havendo apenas discreto aumento em torno do
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epitélio glandular.> O epididimo também apresentou mastécitos no estroma, em torno dos vasos
sanguineos ou proximos ao epitélio. Distribui¢do similar é encontrada em humanos e roedores,
independente da condi¢do ou tratamento experimental.***

Diferentemente da préstata e do epididimo, os mastdcitos testiculares possuem localizacao
diferenciada entre humanos e roedores. Os mastdcitos testiculares humanos localizam-se pelo
intersticio e tdnica albuginea, diferindo de roedores que se encontram proximos a tdnica
albuginea, preferencialmente em torno de vasos sanguineos.”’ Os mastécitos testiculares dos ratos
UChB mantiverem a localizacdo padrao para roedores. Ao contrério do etanol, grupos tratados na
fase neonatal com estradiol apresentaram grande quantidade de mastécitos no intersticio
testicular devido 2 acdo direta do esteride sobre os mastécitos.”’ Em casos de infertilidade
humana, mastdcitos encontram-se préximos a lamina prépria da tdnica albuginea, secretando
fatores quimiotdticos para fibroblastos e, consequentemente, provocando aumento da parede
tubular.***

A préstata normal constitui microambiente rico em mastdcitos € o tratamento com
esterdides, tanto estrégenos como andrdgenos, ndo alterou esse padrélo.20 O etanol parece ter
efeito diferente dos esterdides sobre os mastdcitos, pois aumentou a quantidade de
mastdcitos/mm?, além das células desgranuladas, na prdstata ventral de ratos UChB. Morén et
al?? verificaram aumento de mastdcitos, tanto intactos como desgranulados, no lobo ventral da
prostata de ratos com prostatite experimental.

Em humanos, o aumento da densidade de mastocitos verificada em casos de cincer de
prostata caracteriza-se por protecdo contra o tumor,” relacionando-se a favordvel fendtipo

fogion 31 A1go 1 ~ Lo 4
tumoral e bom progndstico.” Além disso, o aumento da desgranulacdo dos mastdcitos € comum
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nos tltimos estdgios da proliferacio do cncer de préstata®” e os produtos liberados, histamina,
serotonina e heparina, relacionados a inibi¢dao do tumor.>°

O etanol, por si s6, € potente modulador do sistema imune, estando os individuos
alcodlicos cronicos mais suscetiveis a infeccdes por variedade de patégenos e com o aumento do
risco de desenvolvimento de diversos tipos de céncer.”®> Devido a diversidade de mediadores
liberados e a capacidade de recrutar outras células, os mastdcitos sdo importantes participantes
das respostas inflamatérias.

Mastécitos estdo presentes em testiculos normais de humanos e roedores. Sugere-se que
os seus produtos, como histamina e serotonina, seriam os responsdveis pela esteroidogénese
testicular em roedores® e controle do fluxo sanguineo.”® A ingestdo de etanol ndo alterou a
quantidade nem o nimero de células desgranuladas no testiculo, diferentemente do estradiol que
promoveu seu aumento.”’ Gaytan er al* propuseram equilibrio na relacdo entre mastdcitos e
células de Leydig, baseado no fato de que ratos que tiveram destruicdo das células de Leydig
apresentaram acimulo de mastdcitos no intersticio testicular.

Diversos trabalhos relacionam a existéncia de casos de infertilidade humana e

A .. . 29,3536
espermatogénese anormal com aumento dos mastdcitos testiculares. A

secre¢ao dos
mastdcitos estimula a proliferacao de fibroblastos tendo papel chave na fibrose e espessamento da
parede dos tubulos seminiferos, caracteristica histologica comum encontrada nos casos de
infertilidade masculina.”’”’

O epididimo apresenta menor nimero de mastdcitos que outros 6rg:?105,38 porém em
quantidade maior que o testiculo,?® semelhante aos dados obtidos no presente trabalho. Nistal et

26 - = . e
al™ estabeleceram que os mastocitos sdo mais numerosos na cabeca e cauda do epididimo.

Porém, quando se estipula o nimero de células/mm?, como demonstrado neste trabalho, 0 maior
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nimero verificado nas regides da cabeca e cauda dilui-se, pois possuem maior drea que O corpo
epididimdrio.

O maior nimero de mastdcitos encontrado no epididimo de ratos alcodlicos difere dos
resultados apresentados por Gaytan er al*’. Mastdcitos epididimérios sdo fonte de serotonina que
atua na maturacdo espermdtica através da modulacdo local da temperatura, distribuicdo de
nutrientes e suporte de alimentos, controlando a funcdo vasomotora e epitelial, com especial
atencio para as células neuroenddcrinas.”® O aumento do ndmero total e de mastdcitos
desgranulados nos animais consumidores de etanol deve promover, consequentemente, maior
liberacdo de serotonina, comprometendo as fungdes epididimarias.

As duas populacdes de mastdcitos presentes em roedores, os CTMC e MMC diferem
quanto as propriedades histoquimicas, proteases e citocinas, morfologia e susceptibilidade a
drogas inibitérias.*’

Menor quantidade de CTMC foi verificada nos ratos UChB comparado ao Wistar nos trés
6rgaos analisados. A andlise da porcentagem de CTMC em relagdo ao total de mastocitos é
menor no grupo UChBet no lobo ventral da préstata. Sabe-se que os tnicos subtipos de
mastécitos em roedores sio os CTMC e MMC" e, portanto, conclui-se que o aumento de
mastdcitos verificado nos animais UChBet corresponde aos MMC. Esse subtipo é migratdrio e
tem tempo de meia-vida menor que os CTMC.*" Aumento de MMC foi também verificado em
casos de regeneracdo hepatica apds remocdo parcial do fl’gado41 e em infec¢Oes intestinais por
helmintos.*

A presenca de um subtipo predominante de mastdcitos € regulada por fatores ambientais e
tecido—especffica,43 sendo que mudancas na populacio de mastdcitos podem ocorrer em

condicdes patoldgicas. 10
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Assim como em roedores, hd diferentes subtipos de mastécitos em humanos, também
classificados de acordo com o contetido de proteases: MCr (contém somente triptase), MCrc
(contém tryptase e quimase em adicdo a outras proteases).* E possivel estabelecer relacio entre
os subtipos de mastdcitos de humanos e roedores, com MCr assemelhando-se aos MMC e MCrc
préximos aos CTMC.* Observacdes de Yamanaka et al.'® sugerem que o subtipo MCrc estd
envolvido predominantemente em casos de fibrose e remodelacdo tecidual, enquanto que o MCr
relacionado a respostas alérgicas e inflamatdrias.

E descrito pela literatura especializada que apesar da diminuicdo da concentracio sérica e
dos receptores testiculares de hormdnio luteinizante, provocando diminui¢do da secrecdo de
testosterona testicular, o que explicaria uma a¢ao indireta do etanol, os efeitos diretos nao devem
ser descartados.*® Nurmi e al.*’ relataram, em estudos in vitro , que o etanol aumenta a apoptose
em mastdcitos humanos. A diminui¢do no nimero de mastdcitos ndo corroboraria com os dados
apresentados no presente trabalho nem por Cagnon er al.*®, que ao submeter camundongos ao
alcoolismo cronico ndo verificou apoptose nas células da prostata ventral, indicando que a morte
celular programada nao foi induzida pelo etanol .

Por alterar o eixo hipotalamico-hipofisario-testicular, diminuindo a concentragdao de
testosterona, o etanol pode ser classificado como desregulador enddcrino. A exposicdo a
desreguladores enddcrinos, como o fitalato, € responsdvel pelo aparecimento de focos
inflamatorios e regides hiperpldsicas na prostata ventral de ratos.*’ Segundo Yatkin et al™®, o
desequilibrio na relacdo andrégeno/estrogeno pode ser um dos fatores desencadeadores do
processo inflamatdrio, semelhante a casos de obesidade e envelhecimento. Assim, o desequilibrio

hormonal causada pelo etanol poderia aumentar o processo de desgranulacdo dos mastdcitos,
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além do aumento de MMC, possibilitando o aparecimento de reacdo inflamatdria nos 6rgdos

analisados, assunto de investigacdes futuras a serem comprovadas.
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Tabela 1. Numero de mastdcitos/mm” intactos, desgranulados, total e fregiiéncia de desgranulados

(%) no lobo ventral da prostata, epididimo e testiculo, segundo as linhagens UChB e

Wistar com ou sem ingestao de etanol. Valores expressos em média + desvio-padrdo no

lobo ventral da préstata e epididimo e mediana (minimo; méiximo) no testiculo.

Freqiiéncia de desgranulados (%) foi expressa em mediana (minino; méximo) em todos

0s Orgaos.
Lobo ventral da préstata
Linhagens Grupos Mastocitos Mastdcitos Total de V)
intacto/mm? desgranulados/mm? mastdcitos/mm? desgranulados
UChB Controle 16,76+4,83% 28,45+6,55® 45,2246,27* 66,66
(15,38;100)
Etanol 18,165,77* 46,25+16,75° 64,41+16,98° 71,54°
(31,25:100)
Wistar Controle  12,21+8,65% 17,50+6,97° 29,71+7,02% 56,34%
(0,00;100)
Testiculo
UChB Controle 0,08? 0,04% 0,12° 43,07*
(0,04:0,08) (0,03;0,09) (0,07:0,17) (0,00;100)
Etanol 0,04° 0,06* 0,11° 56,69*
(0,01:;0,10) (0,01:0,15) (0,02:0,25) (0,00;100)
Wistar Controle 0,03" 0,12° 0,16 72,50
(0,00;0,05) (0,00:0,28) (0,00:0,32) (0,00;100)
Epididimo
UChB Controle 0,39+0,08" 1,4740,27% 1,88+0,36" 78,70%
(60,83:89,81)
Etanol 0,69+0,25" 3,02+0,87% 3,73+0,88° 80,59*
(61,97:94,93)
Wistar Controle  1,00+0,17° 1,7240,71° 2,74+0,83® 62,12°
(39,72;80,61)

Letras mindsculas: comparacdo dos grupos. Letras iguais ndo diferem entre si e diferentes apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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Tabela 2. Nimero de mastécitos/mm” intactos e desgranulados nas diferentes regides do epididimo,
segundo as linhagens UChB e Wistar com ou sem ingestdo de etanol. Valores expressos

em média + desvio-padrio.

) Mastdcitos intactos
Linhagens  Grupos

Inicial Cabeca Corpo Cauda
UChB Controle 0,23+0,09° 0,41+0,17* 1,36+0,29" 0,33+0,09"
Etanol 0,98+0,39° 0,46+0,25" 1,69+ 0,7 0,51+0,23"
Wistar Controle 1,1 ?)i(),27b 1 ,05i0,24b 1,45+0,85% 0,70+0,50*
Mastdcitos desgranulados
UChB Controle 0,54+0,09* 1,23+0,17* 4,05+0,29" 2,55+0,09°
Etanol 3,16+0,39° 1,94£0,25° 6,11£0,71 3,88+0,23"

Wistar Controle 1,69+0,27% 1,48+0,24* 2,90+0,85% 1,92+0,50*
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Tabela 3. Ndmero de CTMC/mm” no lobo ventral da préstata, epididimo e testiculo, segundo as

linhagens UChB e Wistar com ou sem ingestdo de etanol. Valores expressos em média +

desvio-padrao no lobo ventral da préstata e epididimo e mediana (minimo; maximo) no

testiculo.
Linhagens Grupos Lobo ventral da préstata
Total de CTMC/mm? Estimativa de
mastocitos/mm? MMC/mm?
UChB Controle 45,2246,27% 28,890+14,25% 16,33
Etanol 64,41+16,98° 38,67+16,07° 25,74
Wistar Controle 29,71+7,02° 24.19+10,71* 5,52
Testiculo
UChB Controle 0,127* 0,015* 0,112
(0,078;0,178) (0,00;0,211)
Etanol 0,118 0,028® 0,090
(0,029;0,259) (0,00;0,314)
Wistar Controle 0,163" 0,070 0,093
(0;0,326) (0,00;0,211)
Epididimo
UChB Controle 1,88+0,36" 0,01+0,02* 1,86
Etanol 3,73+0,88" 0,38+0,14 3,35
Wistar Controle 2,74+0,83% 0,64+0,27° 2,09
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Figura 1 — Mastécitos no lobo ventral da préstata de ratos UChB. Mastdcitos intactos (setas)
e desgranulados (cabecas de setas) no estroma corados com azul de toluidina. Sem ingestdao de
etanol (A-B), com ingestdo de etanol (D-E) e Wistar (G-H). Imunohistoquimica para RMCP-I
(C, F, D) revelando os CTMC (asterisco). V: vaso. Barras: A, D, G: 50 um; B, C, E, F, H, I: 10

pum.
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Figura 2 — Mastdcitos no testiculo de ratos UChB. Azul de toluidina (A, C, E) mostram
mastdcitos intactos (setas) e desgranulados (cabecas de setas) localizados profundamente a tinica
albuginea nos animais UChB e Wistar. Imunohistoquimica para RMCP-I (B, D, F) revelando os

CTMC. V: vaso; T.A.: tdnica albuginea. Barras: 10 um.
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Figura 3 — Mastocitos localizados nas regioes do epididimo de ratos UChB. Mastdcitos
intactos (setas) e desgranulados (cabegas de setas) corados com azul de toluidina foram
observados nos segmentos inicial (A), cabeca (B), corpo (C) e cauda (D) do UChBet.
Imunohistoquimica para RMCP-I mostra os CTMC no UChBco (E), UChBet (F) e Wistar (G). V:

vaso. Barras: 10pum.



55




56

Conclusoes Finais

O etanol aumenta o nimero de mastécitos desgranulados e de MMC e, conseqiientemente,

pode desencadear processos inflamatdrios na préstata, epididimo e testiculo de ratos UChB.



57

Referéncias da Introducao Geral

. Adler, R.A. Clinically important effects of alcohol on endocrine function. J. Clin. Endocrinol.
Metab., v. 74, p. 957-960, 1992.

. Anderson Jr., R.A.; Phillips, J.F.; Berryman, S.H.; Zaneveld, L.J. Ethanol-induced delayed male
puberty in mice is not due to impaired Leydig cell function. Reprod. Toxicol., v. 3, 101-113,
1989.

. Anderson Jr., R.A.; Willis, B.R.; Oswald, C.; Zaneveld, L.J. Male reproductive tract sensitivity
to ethanol: a critical overview. Pharmacol. Biochem. Behav., v. 18, p. 305-310, 1983.

. Aumiiller, G. Morphologic and endocrine aspects of prostatic function. The Prostate, v. 4, p.
195-214, 1983.

. Aumiiller, G. Morphologic and regulatory aspects of prostatic function. Anat. Embryol., v. 179,
519-531, 1989.

. Aydin, O.; Dusmez, D.; Cinel, L.; Doruk, E.; Kanik, A. Immunohistological analysis of mast
cells numbers in the intratumoral and peritumoral regions of prostate carcinoma compared to
benign prostatic hyperplasia. Pathol. Res. Pract., vol. 198, p. 267-271, 2002.

. Bannister, P.; Losowsky, M.S. Ethanol and hypogonadism. Alcohol Alcohol., v. 22, p. 213-217,
1987.

. Blomgqvist, O.; Engel, J.A.; Nissbrandt, H.; Soderpalm, B. The mesolimbic dopamine-activating
properties of ethanol are antagonized by mecamylamine. Eur. J. Pharmacol., v. 249, p. 207-213,
1993.

. Candido, E.M.; Carvalho, C.A.F.; Martinez, F.E.; Cagnon, V.H.A. Experimental alcoholism and

pathogenesis of prostatic diseases in UChB rats. Cell Biol. Intern., v. 31, 459-472, 2007.



58

. Carvalho, E.M.; Brito, G.A.C.; Pessoa, B.B.G.P.; Ribeiro, R.A.; Capaz, F.R. Long-term ethanol
intoxication reduces inflammatory responses in rats. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 38, p. 81-89,
2005.

. Chuffa, G.A.; Padovani, C.R.; Martinez, F.E. Ovarian structure and hormonal status of the
UChA and UChB rats in response to ethanol. Maturitas, v. 62, p. 21-29, 2009.

. Clarke, P.B.S.; Fu, D.S.; Jakubovic, A. Evidence that mesolimbic dopaminerg activation
underlies locomotor stimulant action of nicotine in rats. J. Pharmacol. Exp. Ther., v. 246, p. 701,
1988.

. Clermont, Y. Kinetics of spermatogenesis in mammals: seminiferous epithelium cycle and
spermatogonial renewal. Physiol., v. 52, p. 198-236, 1972.

. Collan, Y.; Alfthan, D.; Kivilaasko, E.; Oravisto, K.J. Electron microscopic and histological
findings on urinary bladder epithelium in interstitial cystitis. Eur. Urol., v. 2, p. 242-247, 1976.

. Damazo, A.S.; Paul-Clark, M.J.; Straus, A.H.; Takahashi, H.K.; Perreti, M.; Oliani, S.M.
Analysis of the annexin 1 expression in rat trachea. Annexins, v. 1, p. 1 =7, 2004.

. De Jonge, F.; Nassauw, L.V.; Meir, F.V.; Miller, H.R.P.; Marck, E.V.; Timmermans, J.
Temporal distribution of distinct mast cell phenotypes during intestinal schistosomiasis in mice.
Parasite Immunol., v. 24, p. 225-231, 2002.

. Di Sant’Agnese, P.A.; De Mesny Jensen, K.L. Myeloinoid bodies in endocrine-paracrine
(neuroendocrine, APUD) cells: of the prostatourethral region. J. Submicrosc. Cytol. Pathol., v.
21, p. 557-564, 1989.

. Edwards, G. & Gross, M.M. Alcohol dependence: provisional description of a clinical

syndrome. Brit. Med. J., v. 1, p. 1058-1061, 1976.



59

. Favaro, W.J.; Cagnon, V.H. Immunolocalization of androgen and oestrogen receptors in the
ventral lobe of rat (Rattus norvegicus) prostate after long-term treatment with ethanol and
nicotine. Int. J. Androl., v. 31, p. 609-618, 2008

. Favaro, W.J.; Cagnon, V.H. Morphometric and morphological features of the ventral prostate in
rats submitted to chronic nicotine and alcohol treatment. Tissue Cell, v. 38, 311-323, 2006.

. Forchheimer, M.; Cunningham, R.M.; Gater, D.R.; Maio, R.F. The relationship of blood alcohol
concentration to impairment severity in spinal cord injury. J. Spinal Cord. Med., v. 28, p. 303-
307, 2005.

. Fortes, J.R.A. & Cardo, W.N. Alcoolismo. Sdo Paulo, Savier, 1991.

. Galli, S.J.; Maurer, M.; Lantz, C.S. Mast cells are sentinels of innate immunity. Curr. Opin.
Immunol., v. 11, p. 53-59, 1999.

. Galli, S.J.; Nakae, S. Mast cells to the defence. Nat. Immunol., v. 4, 1160-1162, 2003.

. Garro, A.J.; Lieber, C.S. Alcohol and cancer. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol., v. 30, p. 219-
249, 1990.

. Gayotto, L.C.C.; Alves, V.A.F. Doencgas do figado e vias biliares. Sdo Paulo: Atheneu, v. 2, p.
674-680, 2001.

. Gomathi, C.; Balasubramanian, K.; Bhanu, N.V.; Srikanth. V.; Govindarajulu, P. Effect of
chronic alcoholism on semen-studies on lipid profiles. Int. J. Androl., v. 16, p. 175-181, 1993.

. Gomes, 1.C.; Cagnon, V.H.A.; Carvalho, C.A.F.; De Luca, I.LM.S. Stereology and ultrastructure
of the seminal vesicle of C57/BL/6J mice following chronic alcohol ingestion. Tissue Cell, v. 34,

p. 177-186, 2002.



60

. Gosden, R.G.; Huntley, J.F.; Douglas, A.; Inglis, L.; Miller, H.R.P. Quantitative and
cytochemical studies of mast cell proteases in rat ovaries and uteri in various reproductive states.

J. Reprod. Fertil., v. 98, p. 577-582, 1993.

. Grattagliano, I.; Vendemiale, G.; Errico, F.; Bolognino, A.E.; Lillo, F.; Salerno, M.T.;
Altomare, E. Chronic ethanol intake induces oxidative alterations in rat testis. J. Appl. Toxicol., v.
5, p. 307-311, 1997.

. Grenhoff, J.; Aston-Jones, G.; Svensson, T.H. Nicotinic effects on the firing pattern of midbrain
dopamine neurons. Acta Physiol. Scand., v. 128, p. 351, 1986.

. Guess, H.A. Benign prostatic hyperplasia and prostate cancer. Epidemiol. Rev., v. 23, p. 152-
158, 2001.

. Halsted, C.H.D. Nutrition an alcoholism liver disease. Seminars in liver disease, v. 24, p. 289-
304, 2004.

. Hazem, R.; Ismail, A.; Landry, F.; Aprikian, A.G.; Chevalier, S. Androgen ablation promotes
neuroendocrine cell differentiation in dog and human prostate. The Prostate, v. 51, p. 117-125,
2002.

. Hirata, E.S.; Hirata, L.C.M. Bioquimica e metabolismo do etanol. In: Fortes, J.R.A.; Cardo,
W.N. Alcoolismo: diagndstico e tratamento. Sdo Paulo: Sarvier, p. 57-64, 1991.

. Hoyme, H.E.; May, P.a.; Kalberg, W.0O.; Kodituwakku, P.; Gossage, J.P.; Trujillo, P.M.;
Buckley, D.G.; Miller, J.H.; Aragon, A.S.; Khaole, N.; Viljoen, D.L.; Jones, K.L.; Robinson,
L.K. A practical approach to diagnosis of fetal alcohol spectrum disorders. Pediatrics, v. 115, p.

39-47, 2005.



61

. Husain, K. & Somani, S.M. Interaction of exercise training and chronic ethanol ingestion in
testicular antioxidant system in rat. J. Appl. Toxicol., v. 18, p. 421-429, 1998.

. Junqueira, L.C.U.; Carneiro, J. Histologia Bdsica. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 2004.
540p.

. Karaca, T.; Yoriik, M.; Uslu, S. Distribution and quantitative patterns of mast cells in ovary and
uterus of rat. Arch. Med. Vet., v. 2, p. 135-139, 2007.

. Kawakubo, K; Akiba, Y.; Andelson, D.; Guth, P.H.; Engel, E.; Taché, Y.; Kaunitz, J.D. Role of
gastric mast cells in the regulation of central TRH analog-induced hyperemia in rats. Peptides, v.
26, 1580-1589, 2005.

. Kitamura Y.; Matsuda H.; Hatanaka, k. Clonal nature mast cell clusters formed in W/Wv mice
after bone marrow transplantation. Nature, v. 281, p. 154-155, 1979.

. Koh, P.-O. & Kim, M.-O. Ethanol exposure decreases cell proliferation and increases apoptosis
in rat testis. J. Vet. Med Sci., v. 68, p. 1013-1017, 2006.

. Koob, G.F. Drugs of abuse: anatomy, pharmacology and function of reward pathways. Trends
Pharmacol. Sci., v. 13, p. 177-184, 1992.

. Krulewitch, C.J. Alcohol consumption during pregnancy. Annu. Rev. Nurs. Res., v. 23, p. 101-
134, 2005.

. Kucheria, K; Saxena, R.; Mohan, D. Semen analysis in alcohol dependence syndrome.
Andrologia, v. 17, 558-563, 1985.

. Kuno , M.; Kawawaki, J.; Shibata, T.; Gotani, H. Inhibitors of the arachidonic acid cascade
dissociate 48/80-induced Ca2+ influx and Ca2+ release in mast cells. Am. J. Physiol., v. 264, p.

912-917, 1993.



62

. Li, T.K.; Lumeng, L.; McBride, W.J.; Muyphi, J.M. Rodent lines selected for factors affecting
alcohol solution. Alcohol Alcohol., v. 1, p. 91-96, 1987.

. Lieber , C.S.; De Carli, L.M. Ethanol dependence and tolerance: a nutritionally controlled
experimental model in the rat. Res. Commun. Pathol. Pharmacol., v. 6, p. 983-991, 1973.

. Martinez, F.E.; Laura, L.E.; Martinez, M.; Padovani, C.R.; Bustos-Obregén, E. Morphology of
the ventral lobe of the prostate and seminal vesicle in an ethanol-drinking strain of rats (UChA
and UChB). J. Submicrosc. Cytol. Pathol., v. 33, p. 99-106, 2001.

. Martinez, F.E.; Martinez, M.; Padovani, C.R.; Bustos-Obregén, E. Morphology of testis and
epididymis in an ethanol-drinking rat strain (UChA and UChB). J. Submicrosc. Cytol. Pathol., v.
32, p. 175-184, 2000.

. Matsumoto, I., Inoue, Y., Tsuchiya, K, Shimada, T., Aikawa, T. Degranulation of mast cells
located in median eminence in response to compound 48/80 evokes adrenocortical secretion via
histamine and CRF in dogs. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol., v. 287, p. 969-980,
2004.

. Meineke, V.; Frungieri, M.B.; Jessberger, B.; Vogt, H.; Mayerhofer, A. Human testicular mast
cells contain tryptase: increased mast cell number and altered distribution in the testis of infertile
men. Fertil. Steril., v. 74, 239-244, 2000.

. Mello Janior, W.; Garcia, P.J.; Cagnon, V.H.; Martinez, M.; Martinez, F.E. Morphologic
changes in the vesical transition epithelium of alcoholic rats. J. Submicrosc. Cytol. Pathol., v. 29,
p. 393-399, 1997.

. Metcalfe, D.D.; Boyce, J.A. Mast cell biology in evolution. J. Allergy Clin. Immunol., v. 117, p.

1227-1229, 2006.



63

. Moselhy, H.F.; Georgiou, G.; Kahn, A. Frontal lobe changes in alcoholism: a review of the
literature. Alcohol Alcohol., v. 36, p. 357-368, 2001.

. Novelli, E.L.B.; Rodriguez, N.L.; Santos, C.X.C.; Martinez, F.E.; Novelli, J.L.V.B. Toxic
effects of alcohol intake on prostate of rats. The Prostate, v. 31, p. 37-41, 1997.

. Noviana, D.; Kono, F.; Nagakui, Y.; Shimizu, H.; Mamba, K.; Makimura, S.; Horii, Y.
Distribution and enzyme histochemical characterisation of mast cells in cats. Histochem. J., v. 33,
p.- 597-603, 2001.

. Noviana, D.; Mamba, K.; Makimura, S.; Horii, Y. Distribution, histochemical, and enzyme
histochemical characterization of mast cell in dogs. J. Mol. Histol., vol. 35, p. 123-132, 2004

. O’Connel, H.; Lawor, B.A. Recent alcohol intake and suicidality — a neuropsychological
perspective. Ir. J. Med. Sci., v. 174, p.51-54, 2005.

. Ohta, Y.; Kobayashi, T.; Imai, Y.; Inui, K.; Yoshino, J.; Nakasawa, S. Effect of oral vitamin E
administration on acute gastric mucosal lesion progression in rats treated with compound 48/80, a
mast cell degranulator. Biol. Pharm. Bull., v. 29, 675-673, 2006.

. Palomaki, V.A.; Laitinen, J.T. The basic secretagogue compound 48/80 activates G proteins
indirectly via stimulation of phospholipase D-lysophosphatidic acid receptor axis and 5-HTTA
receptors in rat brain sections. Br. J. Pharmacol., v.147, p. 596-606, 2006.

. Pereira, M.A.S.; Orsi, A.M.; Molinari, S.L.; Garcia, P.J. Alcohol effects on the principal and
clear cells of the caput epididymis of albino rats. Anat. Histol. Embryol., v. 32, p. 17-20, 2003.

. Poschl, G.; Seitz, H.K. Alcohol and cancer. Alcohol Alcohol., v. 39, p. 155-165, 2004.

. Riley, E.P.; Thomas, J.D.; Goodlett, C.R; Klintsova, A.Y.; Greenough, W.T.; Hungund, B.L.;
Zhou, F.; Sar,i Y.; Powrozek, T.; Li, T.K. Fetal alcohol effects: mechanisms and treatment.

Alcohol Clin. Exp. Res., v. 25, p. 110-116, 2001.



64

. Robaire, B.; Hermo, L. Efferent ducts, epididymis, and vas deferens: structure, functions and
their regulation. In: Knobil, E.; Neill, J.D. The physiology of reproduction. New York: Raven
Press, p. 999-1080, 1998.

. Rodrigues, J.A., Favaretto, A.L.V., 1999. Sistema reprodutor. In. M.M. Aires, Fisiologia.
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, 877-917.

. Ross, M. H.; Kaye, G.1.; Pawlina, W. Histology: a text and atlas. 4ed. Ed. LWW, cap. 21, 682-
724, 2003.

. Roy-Burman, P.; Wu, H.; Powell, W.C.; Hagenkord, J.; Cohen, M.B. Genetically defined mouse
models that mimic natural aspects of human prostate cancer developmental. Endocr. Relat.
Cancer, v. 11, p. 225-324, 2004.

. Russell, L.D.; Ettlin, R.A.; Hikim, A.P.S.; Clegg, E.D. Histological and histopathological
evaluation of the testis. Cache River Press, Clearwater, 1990.

. Saxena, S.; Meehan, D.; Coney, P.; Wimalasena, J. Ethanol has direct effect inhibitory effects
on steroidogenesis in human granulose cells: specific inhibition of LH action. Alcohol. Clin. Exp.
Res., v. 14, p. 522-527, 1990.

. Serre, V., Robaire, B. Segment-specific morphological changes in aging brown Norway rat
epididymis. Biol. Reprod., v. 58, p. 497-513, 1998.

. Silistino-Souza, R.; Rodrigues-Lisoni, F.C.; Cury, P.M.; Maniglia, J.V.; Raposo, L.S.; Tajara,
L.H.; Christian, H.C.; Oliani, S.M. Annexin 1: differential expression in tumor and mast cells in
human larynx cancer. Int. J. Cancer, v. 120, p. 2582-2589, 2007.

. Sokol, R.Z. The hypothalamic — pituitary — gonadal axis as a target for toxicants. In: Sipes, G.;
McQueen, C.A.; Gandolfi, A.J.; Comprehensive toxicology, Cambridge University Press,

Cambridge, p. 87-98, 1997.



65

. Srikant, V.; Malini, T.; Arunakaran, J.; Govindarajulu, P.; Balasubramanian, K. Effects of
ethanol treatment on epididymal secretory products and sperm maturation in albino rats. J.
Pharmacol. Exp. Ther., v. 288, p. 509-515, 1999.

. Stopinski, J.; Staib, I.; Weissbach, M. Influence of abuse of nicotine and alcohol on
postoperative bacterial infection. J. Chir., v. 130, p. 422-425, 1993.

. Szabo, G. Consequences of alcohol consumption on host defence. Alcohol Alcohol., v. 34, p.
830-841, 1999.

. Tadic, S.D.; Elm, M.S.; Subbotin, V.M.; Eagon, P.K. Hypogonadism preceds liver feminization
in chronic alcohol-fed male rats. Hepatology, v. 31, p. 1135-1140, 2000.

. Tampier, L.; Quintanilla, M.E.; Mardones, J. Acetaldehyde matabolism: differences between
UChA and UChB rats. Alcohol Alcohol., v. 29, p. 751-755, 1994.

. Tirapelli, L.F. Bases Morfologicas do corpo humano. Rio de Janeiro: Guanabara-Koogan, 2008.
236p.

. Toiavari, M.; Miki T.; Suutarla, S.; Eklund, K.K. Ethanol inhibits IgE-induced degranulation
and cytokine production in cultured mouse and human mast cells. Life Sci., v. 67, p. 2795-2806,
2000.

. Tortora, G.J.; Grabowski, S.R. Principios de Anatomia e Fisiologia. Rio de Janeiro: Guanabara-
Koogan, 2002. 1047p.

. U.S. Department of Health, Education and Welfare. Third special report to the U.S. Congress
on alcohol and health from the Secretary of Health, Education and Welfare. Rockville: NIAA,

1978.



66

. Valchanov, K.P.; Proctor, G.B.; Hartley, R.H.; Paterson, K.L.; Shori, D.K. Enzyme
histochemistry of rat mast cell tryptase. Histochem. J., v. 30, p. 97-103, 1998.

. Van Thiel, D.H. Ethanol-induced inhibition of testicular steroidogenesis in vitro: prevention by
pyrazole. Acta Med. Port., v. 4, p. 393-397, 1983.

. Van Thiel, D.H.; Lester, R. Effects of chronic alcohol abuse on sexual function. Clin.
Endocrionol. Metab., v. 8, p. 499-510, 1980.

. Villata, J.; Ballesca, J.L.; Nicolas, J.M.; Martinez de Osaba, M.J.; Antunes, E.; Pimentel, C.
Testicular function in assymptomatic chronic alcoholism: relation to ethanol intake. Alcohol.
Clin. Exp. Res., v.21, p. 128-133, 1997.

. Vittoria, A.; La Mura, E.; Cocca, T.; Cecio, A. Serotonin, somatostatin and chromagranin A-
containing cells of the urethro-prostatic complex in the sheep. An immunocytochrmical and
immunofluorescent study. J. Anat., v. 171, p. 69-78, 1990

. Welle, M. Development, significance, and heterogeneity of mast cells with particular regard to
the mast cell-specific proteases chymase and tryptase. J. Leukoc. Biol., v. 61, p. 233-245, 1997.

. Wise, R.A.; Rompre, P.P. Brain dopamine and reward. Annu. Rev. Psycohol., v. 40, p. 191-225,
1989.

. Yamanaka, K.; Fujisawa, M; Tanaka, H; Okada, H.; Arakawa, S.; Kamidono, S. Significance of
human testicular mast cells and their subtypes in male infertility. Hum. Reprod., v. 15, p. 1543-
1547, 2000.

. Zhu, Q.; Meisinger, J.; Emanuele, N.V.; Emanuele, M. A.; LaPaglia, N.; Van Thiel, D. H.
Ethanol exposure enhances apoptosis within the testes. Alcohol.: Clin. Exp. Res., v. 24, p. 1550-

1556, 2000.



67

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha Dissertagdo de Mestrado intitulada

“Mastécitos no lobo ventral da préstata, no epididimo e no testiculo de ratos UChB (consumidores
voluntarios de etanol a 10%)™:

( ) ndo se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informacio CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

( x ) tem autorizac&o da(s) seguinte(s) Comissédo(6es) de Bioética ou Biosseguranga*: CEAA-
IBB/UNESP, sob Protocolo(s) n® 52/08.

¥ Caso a Comissdo seja externa & UNICAMP.
anexar o comprovante de autorizacdo dada ao
trabalho. Se a autorizagdo nédo tiver sido dada
diretamente ao trabalho de tese ou dissertagéo,
deveré ser anexado também um comprovante do
vinculo do trabalho do aluno com o que constar no
documento de autorizagdo apresentado.

iLg\'\fmd.&r > dw J/\‘A wing’ Wlondes
Aluno: Leonardo veira Mendes

-

Orientador: @co Eduardo Martinez

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
(X) Deferido () Indeferido

ome:

R Profa. Dra. ANAMARIA A. GUARALDO
' Presidente
Comissao de Etica na Experimentagao Animal
CEEA/IB - UNICAMP
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 52/08-CEEA,
sobre ‘“Mastocitos no corno uterino, no ovario, no lobo ventral
da prostata e no testiculo de ratos UChB”, sob a
responsabilidade de FRANCISCO EDUARDO MARTINEZ,
esta de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio
Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA
NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), em reunido de
08/08/2008.

Botucatu, 8 de agosto de 2008.

CNCIO COTRIM
taria — CEEA

sidente - CEEA Sec

Instituto de Biociéncias — Diretoria Técnica Académica
Distrito de Rubiéo Junior s/n CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 6013/6014 fax 14 3815 3744 e-mail: dta@ibb.unesp.br



