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A Deus

“Amaras ac Senhor, ieu Deus, de todo o feu coracéio, de foda a tua aima e de todo
0 feu enfendimento. (..} Amaras ao teu préximo como a H mesmo.”
Jesus Cristo

Aos meus queridos antepassados e, em especial, a0 meu avé Giiide

Contin (in memorian) por ensinar-me sempre a lutar pelos meus sonhos,
‘Néo hé nada como o sonho pars criar o futuro.”
Leonardo da Vinc

Aos meus amados pais, Geralde Diniz de Almeida (in memorian) e
Angela Contin Diniz de Almeida:

De vocés eu recebi o dom mais precioso: A Vida. S6 por isso seria grata,
mas ainda culivaram na crianca todos os valores que a transformaram numa
jovem responsavel e consciente. Trabalharam dobrado, sacrificando seus sonhos
em favor dos meus. Obrigada pelo sonho realizado, pela licdo de amor gue me
ensinaram durante a vida.

“Os filhos nada podem fazer de si mesmos, sendo somente aquilo gue
virem fazer os Pais; porque tudo o que estes fizerem, os filhos também
semeihantemente o fazem. Porque os Pais amam os filhos, e lhes mostram
tudo o gue fazer.”

Ao meu maride Luis Alberto Domingo Francia Farje:

Agradego a Deus pela pessoa maravilhosa gue vocd &: amigo, carinhoso,
dedicado, paciente, trabalhador, esforgado. Vocé compartithou meu cansacgo e
preocupacoes, sempre me incentivando a prosseguir. Hoje, procurc palavras que
fossem do meu coraglo para o seu. E s6 encontro umas poucas simples e
sinceras: “Muchas gracias amor de mi vidal”

Ao meu querido irmdo Guide e demais familiares pelo apoio em

todos os momentos.

DEDICO ESTE TRABALHO
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Agradeco profundamente a Deus:

“Sagrado, Supremo, Infinito, Mente que permeia o Universo, Vida que
permeia 0 Universo, Lei gue permeia 0 Universo; Verdade, Luz,
Sabedoria, Amor Absoluto — isto é a Grande Vida. Deus é o Todo de
tudo. Todas as coisas sdo Mente de Deus, tudo é Palavra de Deus: tudo é

Espirito, tudo ¢ Mente; nada hd que seja feito de matéria.”

Trechos da Surra Sagrada Chuva de Néctar da Verdade

Respeitosamente junto as mdos e curvo-me diante do Onipotente. Muito

obrigada!

“Estamos comegando a conceber a relagdo entre a ciéncia e a religidio de
um modo fotalmente diferente da concepedo cldssica.
Afirmo com todo o vigor que a religido cosmica é o mével mais poderoso e

mais generoso da pesquisa cientifica.”

(Albert Einstein)
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Ao Frof. Francisco pela orientacfie, paciéncia e, principalmente, pela
confianca. Meus sinceros agradecimentos.

“Treinar o espirito, desenvolver o senso critico, a independéncia mental o amor 2
Verdade, tendo sempre em vista 0 bem da humanidade — este deve ser o fundamenio
maximo da educacéoc.”

Aos demais componentes da Comissfio Examinadora Profas. Dras. Maria
Angelica Miglino, Maira Aparecida Stefanini, Valéria Helena Alves Cagnon
Quitete, Isabel Cristina Cherici Camargo, Maria Jilia Marques e Elisa
Aparecida Gregoério por terem aceitado o convite para participarem da minha
banca, pelas importantes corregfes, sugestdes e incentivos.

“A instrucio forma o carater, mostra os deveres, inspira o amor 2 ordem, a justica e 3s
virtudes, origina o bom goste em todas as coisas da vida.”

Diderot

v Ao Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, em especial ao Departamento

de Anatomia pela concessdo de dependéncia e aparelhos durante a realizaciio desse
trabalho.

v"  Aos animais por contribuirem, ainda que inconscientemente, para o
desenvolvimento técnico e cientifico.

v A CAPS/DS e a Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado de Sio Paulo
(FAPESP — Processo 02/01817-6) pelo apoio na forma de bolsa de Doutorado e de
bolsa de Auxilio a Pesquisa.

v Ao Prof. Dr. Francisco pelo fornecimento dos animais da linhagem UCh e ao
Biotério Central IBB/UNESP pelo fornecimento dos animais do grupo controle.

v Aos amigos e funciondrios do Biotério e do Laboratério de Histologia do
Departamento de Anatomia IBB/UNESP, Wanderley Thiage da Silva ¢ Gelson
Reodrigues pela colaboragéo e auxilios no laboratério.

“Feliz aguele que transfere o que sabe e aprende o que ensina.”

Coraling
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¥ Ao amigo e funciondrio do Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia iBB/UNESP, Ricarde Teixeira pelo grande auxilio na técnica de
historesina.

v' Aos amigos e funciondrios dos Laboratérios de Histologia e de Microscopia
Eletrénica do Departamento de Patologia da FMB/UNESP, José Carlos Pedroso de
Lima e Carlos César Ramos pelo grande auxilio nas técnicas de fosfatase 4cida e
microscopia eletrénica.

¥ Aos funciondrios do Centro de Microscopia Eletrnica do IBB/UNESP pelo
trabalho dedicado que desempenharam,

v" A Profa. Dra. Wilma De Grava Kempipas por permitir a utilizac%o do Biotério
de Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia IBB/UNESP, o qual
possibilitou aos animais condi¢des ideais de temperatura ¢ luminosidade.

“86 teremos alegria se a repartirmos: a felicidade nasceu gémea..”
Lorde Byron
v Aos Profs. Drs. Carlos Roberto Padovani ¢ Flavie Ferrari Aragon pela

interpretacio dos dados estatisticos e pela construgdo dos graficos e tabelas.
v A Profa. Dra. Selma Maria Michelin Matheus pelas valiosas dicas, incentivo,
apoic ¢ amizade.

“0 encanto da vida depende, unicamente, das boas amizades que cuitivamos.”
Tarafa

v A Profa. Dra. Irani Quagic Grassiotto pelas importantes sugestdes,
esclarecimentos de ddvidas, dispesicioc e amizade.

‘A amizade € uma predisposigao reciproca que torna dois seres igualmente ciosos da
felicidade um do outro.”

Platao

v Aos Profs. Drs. Edson Rosa Pimentel e Shirlei Maria Recco-Pimentel pelo

importante apoio ¢ incentivo no prosseguimento do curso de pés-graduacio.

“Suprimir a amizade da vida é a mesma coisa que tirar ¢ sol do mundo.”

Cicero
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v' A Profa. Dra. Eunice Oba e a0 Laboratério de Reproducio da FM de Ribeirfio
Preto/USP pela realizacdo das dosagens hormonais.

v" A todos os professores que procuraram passar, da melhor maneira possivel, seus
ensmamentos.

¥ As secretdrias do Departamento de Anatomia Maria Lufza Nogueira Rossetto
Rodrigues, Dona Cleusa de Andrade Freitas e Jerusa Verpa pela amizade,
agradavel convivéneia e colaboracio destes anos.

*Q prazer mais delicado é o de fazer bem aos outros. Fazei felizes e v6s o sereis.”

v A gentilissima secretdria do Departamento de Biologia Molecular do IB da

UNICAMP, Liliam Alves Senne Panagio pela amizade, eterna disposigio, auxilio e
celaboracieo durante fodos estes anos.

“Todas as oufras ciéncias s80 nocivas a quem ndo possul a ciéncia da bondade.”

v A amiga e funcionaria da Biblioteca Central do Campus de Botucatu, Rosemary
Cristina da Silva pela gentileza ¢ dedicacio no atendimento e revisfio das referéncias
bibliograficas.

v" Ao Servigo de Biblioteca e Documentaciio da UNICAMP pela elaboragio da ficha
catalografica.

v" Aos colegas da Pés-Graduacdo pela convivéncia agradével.

v" Aos grandes amigos: Eduardo e Renata, Susi, Ricardo ¢ Redrigo, Vandinha,
Cleuza, Dona Ivone, Sen Darwin, Marcelo, Sheldon ¢ Michelle, André e

Eliandra, Nilza pelo apoic carinhoso nos momentos de dificuldades, pelos

ensinamentos de vida e alegrias.

“Todas as grandezas deste mundo nao valem um bom amigo.”
Voliaire

v" Aos queridos amigos de graduacfio pelo carinho, apoio ¢ amizade ontem, hoje e
sempre.

A amizade n&o conhece o esquecimento; ela tem por divisa: sempre.”

Platéo



VIDA VIVIDA

“Quemns disse gue sou um covarde
Sucumbindo ante as dificuldades?
Quem disse que sou corpe feito de
alimenios?

A vida niio ¢ figura de cera,

Nio é figura de gesso.

Eu sou ciclone, sou furacio, sou
Redemoinho.

Eu transformo o ambienie, como se
Dobrasse um arame.

No aspecto que eu desejo.

Eu sou Uno com a Poderosa Forco

Que criou o Universo,

Eu sou a prépria energia

Due da atmosfera

Faz o relbmpago,

Que fransforma os raios solares em arce-ivis,
Que faz eclodir do negro solo as rubras
flores,

Que faz explodir os vulcées

E que criou o Sistema Solar a partir da
Nebulosa.

Que é ambiente?

Que € destino?

Na hora exata, quando eu quiser,

Eu me liberto do mais triste destino

Como o peixe que se esgueira pelas fendas.
Ndo sou ferro.

Néo sou argila.

Sou Vida.

Sou Energia Viva.
Ndo sou matéria inerte
Moldadoe pela situccio
Ou pelo destine.

Eu sou como o ar:

Quanto mais comprimido for,

Mais forca manifests, tal como a bomba
Explode a rocha.

Eu sou e Vida gue, no momento certo,
Rompe impetuosamenie

A situaciio ou v destine.

Sou também como dgua:

Nenhuma barreira

Poderd represar-me

Impedir que me torne um grande oceano.
Se barrarem @ minha passagem
Colpcandp grandes pedras no meu leito,
Converter-me-ei em forrente, cachocira,
E saltarei impetuosamente.

Se me fecharem todas as saidas, ey me
Infiltrarei no subsolo.

Permanecerei oculto por algum fempo,
Mas ndo tardarei a reaparecer.

Em breve estarei jorrando

Através de fontes cristalinas,
Para saciar deliciosamente

A sede dos transeunies.

Se me impedirem também

De penetrar no subsolo

Eu me transformarei em vapor,
Formarei nuvens e cobrirei o céu
E, chegando a hora,

Atrairei furacdo,

Provocarei relimpagos e trovies,

Desabarei torrencialmente,
Inundarei ¢ romperei

Quaisquer digues e serei finalmente
Um grande oceano.”

Dr. Masaharu Taniguchi



‘A mente pura e correta infalivelmente alcanga a ifuminacdo.

Um bem elimina cem males”.

(Masaharu Gyaniguchi
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RESTUMO

O alcoohismo € o terceiro problema mais sério de Sande Pablica Mundial. A maioria
¢ consirtuida de homens, entretanto, o indice de mulheres viciadas em bebidas alcodlicas
vem aumentando. A tuba uterina promove o meio necessano para a maturacio dos gametas
femininos e masculinos (capacitagfo), a fertilizacio ¢ o desenvolvimento inicial do
embrido. As variedades UChA e UChB constituem modelos para os trabalhos relacionados
20s aspectos geneticos, bioquimicos, fisiolégicos, nutricionais e farmacolégicos dos efeitos
do dlcool que sio imporiantes fatores do alcoolismo humano. Dessa forma, o presente
trabalho analisou o ciclo estral e as células epiteliais da tuba uterina da linhagem de ratos
UChA e UCHB, bebedores voluntarios de etanol, divididos em trés grupos: 19 UChA de
consumg voluntario de 6,05 g/Kg/dia de etanol a 10%; 2°) UCKB de consumo voluntario de
8,18 g/Kg/dia de etanol a 10% e 3°) ratas Wistar {controle}. Durante 20 dias seguidos
procedeu-se a analise do ciclo estral através da coleta de esfregacos vaginais. Fémeas em
estro foram selecionadas para coleta ¢ processamento dos érgéos, empregando-se técnicas
microscopicas e morfométricas. Os grupos UChA e UChB apresentaram ciclo estral
irregular. A regifio intramural (In) da tuba uterina dos ratos tratados apresentou vactolos no
citoplasma e cisternas dilatadas, nicleos com formatos irregulares e gotas lipidicas. A
regido do istmo (I) apresentou alteragio de elétron-densidade dos microvilos e distribuicio
irregular dos cilios, além das caracteristicas citadas na regifio In. A regifio da ampola (A)
apresentou aumento de corpos lamelares e gotas lipidicas no citoplasma e na luz do
epitélio. Da mesma forma, as regies de infundibulo (Inf) e fimbrias (F) dos ratos tratados
apresentaram vaciolos e lacunas com conteddo ou nfio em seu interior, mitocondrias ndo
preservadas, corpos lamelares, gotas lipidicas e cisternas dilatadas. Foram observados
nucleos com formas rregulares e ntcleos e contetido citoplasmatico na luz do epitélio. A
morfologia dos cilios apresentou-se alterada. O processo degenerativo adquiriu proporgdes
crescentes do grupo UChA para o UChB. Os grupos tratados apresentaram menores areas
citoplasmaticas e nucleares comparados ao controle. Conclui-se que o etanol altera o ciclo
estral ¢ a estrutura das células epiteliais da tuba uterina. Devido s alteragBes, os processos

de capacitacdo ¢ fertilizagiio estfio comprometidos. Tnfere-se que devide 2 grande
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guaniidade de lisosomos e formacdo de vaciiolos, o édlcool induza inicialmente morte

celular diferente da apoptose.

Palavras-chave: ciclo estral; lustologia; ultra-estruturs; tuba utering; ratas UCh; etanol.



Abmeida-Francia, C.COD. 3

ABSTRACT

Alconolism is the third most serious problem of World Public Health. Although the
majority consists of men, the index of women addicted to alcobolic beverages is increasing. The
utering fube promotes the necessary means for maturation of female and male gametes
{capacitation}, the fertilization and the initial development of the embryo. The varieties UChA and
UChE constitute rare models for works related to genetic, biochemical, physiological, nutritional,
and pharmacological effects of alcoho! that are important factors in human alcoholismn. Thus the
present work analyzed the estrous cvcle and the epithelial cells of the wierine tube (inframural — In,
isthmus — 1, ampulla — A, infundibulum - Iof and fimbrias - F} of the rat lineage UChA and UChB,
voluntary drinkers of alcohol, divided into three groups: 1%) UChA, voluntary consumption of 6.05
g/Kg/day of ethanol 10%:; 2™ UCHB, voluntary consumption of 8.18 g/Kg/dav of ethanol 10% and
3™} Wistar rats (control). For 20 following days it was preceded to the analvsis of the estrous cycle
through the collection of vaginal smears. Females in estrus were selected for collection and
processing of organs, employing microscopic and morphometric techniques. The UChA and UChB
rats show rregular estrous cycle. The In region of treated rats presented cytoplasmic vacuoles and
dilated cisterna, nucle: with irregular forms and lipid dropleis. The I region showed altered slectron-
density and irreguiar distribution of the cilia, and the characteristics mentioned in the In region. The
A region showed ncrease of lamellar bodies and lipid droplets in the cytoplasm and humen of the
epithelium. The Inf and F of treated rats showed vacuoles and lacunas with content or not in their
interiors, non-preserved mitochondria, lamellar bodies, lipid droplets and dilated cisterna. There
were observed nucle: with irregular forms and nuclei and cytoplasmic content in the lumen of the
epithelium. Morphology of the cilia was observed to be altered. The degenerative process acquired
growing proportions from the UChA group to the UChB one. Treated groups presented smaller
cytoplasmic and nuclear areas compared to the control. It’s concluded that ethanol alters the estrous
cycle and the epithelial cell structure of uierine tube. Due the alterations, the fertilization and the
capacttation process of ethanol-drinking rats are damaged. Yet it is inferred that due to the great
quantity of lysosomes and formation of vacuoles, alcohol initially leads to cell death different from
the apoptosis.

Keywords: estrous cycle; histology; ultrastructure; uierine tube; UCh rats; ethanol.



Abneida-Francia, C.C.D. 4

INTRODUCAQ GERAL

Alcoolisme

O alcoolismo ¢ o 3° problema mais sério de Satde Piblica Mundial. A Organizacgio
Mundial de Satde (OMS) define alcoolismo como o consumo de bebidas alcodlicas de
forma continuada causando prejuizo emocional, social e fisico ao individuo. O alcoolismo
social & uma forma de dependéncia crénica aceita e praticada pela maioria dos adultos nas
sociedades modernas ¢, o alcoolismo agudo e crdnico se constitui na principal forma de
toxicomamna da espécie humana na afualidade. O alcoolismo, os transtornos bipolares, a
ssquizofremia e a depressfio representam as principais doengas classificadas no grupo de
distarbios mentais. As mulheres sfio as mais atingidas, mas nfio existe uma explicagio
cientifica definitiva para o fato. Segundo a OMS, em 1596, 120 milhdes de pessoas sofriam
de alcoolismo no mundo e 103 mil morreram por motivos relacionados & doenca (Secretaria
Executiva de Satide Pablica — SESPA, 2005).

Alcoolismo e cincer

Dados epidemiologicos tém identificado o consumo crdnico de alcool como um
fator de risco para o aumento do céncer do trato alimentar, incluindo cincer da orofaringe,
laringe, esbfago e do figado. O risco aumentado atribuido ao consumo de dicool do clncer
no intestino grosso € do cincer de mama € muito menor. No entanto, embora o 1isco seja
menor, a carcinogénese pode estar aumentada com baixas doses de etanol. Embora os
mecanismos exatos pela qual a ingestdio cronica de dlcool estimula a carcinogénese sejam
desconhecidos, estudos experimentais em animais suportam © conceito de que o etanol ndo
€ carcinogénico, mas, sob certas condicBes experimentais, € um promotor de tumor (Poschi
& Seitz, 2004). Segundo Seitz er al (1985), a ingestfo crbnica de alcool aumentou
significativamente o nimero total de tumores retais enquanto que na mulher o risco de
céncer fol maior nas vias biliares e moderadamente aumentado na cérvix uterina (Prior,
1988),
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Alcoolisme e acdes no Sistema Nervoso Ceniral

O dleool pode induzir amplos efeitos no Sistema Nervoso Central em niveis
neurofisiolégicos, morfologicos ¢ neuropsicoldgicos (Moselhy ef @l 2001} Estudos em
animais tém demonstrado que o dlcool aliera as concentraces de neurotransmissores no
cérebro (De Witte, 1996). Essas mudancas em niveis de dopamina, serotonina, acido gama-
aminobutirico (GABA), peptidios opidides enddgenos ¢ noradrenalina estio associadas
com a ativagio dos centros de “recompenss” do cérebro. Acreditz-se que essa propriedade
do etanol ¢ responsével pelo reforcamento do héabito do consumo de dleool em ratos (De
Witte, 1996}. Segundo Guerri (1987}, a exposigio pré-natal ao élcool atrasa ©
desenvolvimento sindptice do feto, 20 passo que 3 exposicio continuada durante a lactaciio
pode alterar a estrutura fisicoquimica das membranas sinapticas. O consumo de doses
intoxicantes de &lcool aumenta a probabilidade de comportamento viclenmto (Pihl &
LeMarguand, 1998). Existe consideravel evidéncia associando comportamento agressivo,
deficiéncia de serotonina ¢ consumo de alcool (Badawy, 1998). E sabido que o consumo de
alcool exerce efeitos importantes no metabolismo da serotonina. Assim, individuos
susceptiveis a agressividade apds consumo alcodlico exibem uma acentuada deplecio de
serotonina cerebral, o que os tormna propensos 2 agressdo em resposta ndo so a0 meio, como
a estimulos psicolégicos (Badawy, 1998). Segundo Bergman & Brismar {1994), 57% dos
alcodlicos descrevem uma histéria de comportamento violento, sendo que ainda existe uma
correlacio positiva entre violéncia no lar, comportamento criminoso e abuso de drogas. A
dependéncia de drogas psicotropicas legais (PTD) esta aumentada em alcodlicos. Dados
obtidos de paciemtes internadas por alcoolismo apontaram para o uso freqiente de
substdncias psicoativas entre as mulheres, principalmente analgésicos e trangiilizantes
(Kubicha ef al., 1993). O alcoolismo também esté associado com o abusc de drogas ilegais
{Thomsen & Frohlich, 1995; Johansson ef i, 2003).

Alcoolismo e abuso sexual
Estudos tém sido realizados sugerindo associagio entre problemas com élcool e
abuso sexual. Os mecanismos envolvem: abuso sexual 3 mulher como causa do abuso de

lcool pelo homem, abusc de dlcool pela mulher predispondo 2 um “ataque” sexual pelo
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homem ou as duas condicles associadas {Moncrieff & Farmer, 1998). Outro fator
importanie refer €-5¢ a gravidez nfo-planejada, resultante do consume abusivo de alcool,

devido & perda <8 motivagHo para utilizar alguma forma de contraceptive {Lobb, 1984).

Alcoolismoe: perigos ¢ damoes

Os acidentes com veiculos automotores, em grande parte, estéo relacionados com o
consumo abusive de alcool (Mayou & Bryant, 1595; Thomsen & Frohlich, 1995;
Cunningham e7 &L, 2002) e, a dependéncia ao 4lcool é um fator de risco para o suicidio,
sendo que na pOPUlacdo geral o consumo de 4lcool e as taxas de suicidio estdo associados
(Pirkola et al., 2000; Waern, 2003). Porém, constatou-se maior risco relativo a acidentes
fatais entre muriheres que consumiam acima de trés doses disrias de bebidas alcodlicas

(Ross ef al, 1990) e incidéncia de suicidio mais alta entre mutheres do que enire homens
{(Hochgraf ef al., 1993).

Metabolismo <0 etanol

O metabolismo do etanol ocorre principalmente no figado e envolve duas rotas. A
primeira, € principal, utiliza a enzima alcool-desidrogenase (ADH) e a enzima aldeido-
desidrogenase {(ALDH), convertendo o etanol via acetaldeido em acetato, que ¢ entdo
convertido em acetil-CoA

ADB

Etanol (CHz-CE-OH) + NAD™ — acetaldeido (CH,-CHO) + NADH + B
ALDH

Acetaldeido (CHy-CHG) + NAD' —> acetato (CH,-COCT) + NADH+H'

NADH reduzido + H' sfic produzidos nessas duas reacdes. A razio NADH/NAD®
pode, portanto, aUmeniar apreciavelmente apos a ingest8o de grandes quantidades de etanol
(Murray, 1998} Os niveis elevados de NADH favorecem a formaciio de lactato a partir do
piruvato, respondendo pela acidose lactica que diminui 2 capacidade do rim de excretar o
4cido urco. O dltimo efeito €, provavelmente, a causa de agravamento da gota pela

ingestio de alcool (Mayes, 1998). Também ¢ reduzida a concentragdo de piruvato
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{necessario a reagdo da piruvate carboxilase), inibindo, portanto, a gliconeogénese (Murray,
1998). Dessa forma, o figado simplesmente € incapaz de lidar com os equivalentes de
redugo formados pela oxidagiio do etanol, em velocidade suficientemente grande para
impedir desvios metabdlicos (Krebs er al, 1969; Service, 1995). O NADH gerado compete
com 0s equivalentes redutores de outros substratos da cadeia respiratdria, inibindo suas
oxidagBes. O aumento da relagio NADH/NAD' origina um deslocamento para a esquerda
do equilfbrio malato <> oxaloacetato, que pode reduzir a atividade do ciclo do 4cido citrico.
O resultado efetivo da inibicfo da oxidag8o do acido graxo conduz a um aumento da sintese
hepatica de tnacilglicertis, o que aparentermente ¢ a causa do figado gorduroso (Mayes,
1998).

A segunda rota envolve o cifocromo P450 microssomal {o sistema microssomal
oxidante do etanol} que aumenta de atividade no alcoolisme crénico, podendo responder
pelo aumento da degradagdo metabolica e, também, pela produgio de acetaldeido (Murray,
1998). Segundo Odeleve ef al (1991), os efeitos do consume prolongado de etanol
aumentam o colesterol hepatico, fosfolipideos e tracilglicerdis no figado de fémeas de
camundongo C57BL/6. Os resultados, indicativos de mudangas no metabolismo de lipidio,
sugerem que a ingestfo continuada de baixos niveis de etanol produz respostas bioquimicas
¢ hepatotdxicas.

O acetzideido ¢ uma molécula aliamente reativa que pode formar ligagbes com
proteinas, cidos nucléicos (DNA) e outras moléculas. Parece provavel que sua capacidade
de reagir com varias moléculas esteja envolvida com a causa dos efeitos tdxicos do etanol
como ag¢des teratogénicas ¢ mutagénicas (Poschl & Seitz, 2004). A modulacio de geracio e
de degradagdo do acetaldeido ocorre devido a polimorfismos funcionais dos genes que
codificam as enzimas. Individuos com alelo atipico da aldeido-desidrogenase ALDH?2 sdo
sensiveis ao etanol e tém risco reduzido de desenvolver doencas relacionadas ao
alcoolismo. A expressio de uma forma inativa de isoenzima ALDH2 resulta no prejuizo da
capacidade de metabolizaciio do acetaldeido (Ehrig ef al., 1990). Anormalidades genéticas
do locus da ALDHI estfo também associadas com o enrubescimento provecado pelo
etanol. O gene ADHG6 tem elementos de resposta hormonal e pode explicar as diferencas de

género {masculino e feminino) associadas acs problemas com alcool (Yoshida, 1994).
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Diferengas entre individuos no padrio da iscenzima podem contribuir para determinar
geneticamente a predisposicio ao consumo excessivo de alcool {(Ehrig ef ol 1992). A
alcool-desidrogenase € também enconirada na mucosa gastrica, apresemtando uma atividade
60% menor na mulher do que no homem. O aumento da disponibilidade do etanol, que
resulta de uma diminuigHo de sua utilizacio gastrica, pode ser responsével pelo aumento da
susceptibilidade da mulber aos efeitos do consumo de alcool (Mayes, 1998). O mesmo
autor aponta gque ouiros efeitos do etanol podem incluir ¢ aumento da lipogénese e da

sintese de colesterol 2 partir de acetil-CoA.

QOutras acdes do etanel e seus metabodlitos

( etanol induz apoptose (Liu ef g, 2000, Jankala ef ¢, 2002) e parece também ser
capaz de se interpor em membranas biclogicas, expandindo-as ¢ aumentando sua fluidez
{(Murray, 1998). Quando as membranas afetadas sio excitavels, isto resulta em alteracBes
em seus potenciais de ac#o, prejudica o transporte ativo através das mesmas e também afeta
a liberagdc de neurotransmissores. Tudo isto deprime a fungic cerebral e, se
suficientemente severo, pode produzir coma e morte por paralisia respiratéria (Lieber,
1993, Murray, 1998). O etanol potencializa a agic de outras drogas {sinergismo). Os
barbituratos € o alceool interagem com o canal de cloreto ativado por y-aminobutirato
{(GABA). A ativacio do canal de cloreto inibe o disparo neuronal, o que pode explicar os
efeitos depressores de ambos os compostos (Misra ef al, 1971). Baixas doses de etanol
causam uma queda no desempenho motor ¢ intelectual; altas doses tém efeito depressor que
pode levar a estupor e anestesia (Krebs er al, 1969; Service, 1995). Alcodlicos cronicos
correm consideravel risco de deficiéncias nutricionais. Os problemas mais comuns 30
sintomas neuroclégicos associados a deficiéncias de tiamina ou piridoxina e problemas
hematolégicos associados a deficiéncias de folato ou piridoxina (Hayumpa, 1986; Lieber,
1991). O etanol causa alteragSes patologicas do trato gastrointestinal que, com fregiiéncia,
interferem diretamente com a absor¢3o de certos nutrientes. A severa lesfio hepética
associada ao alcoolismo crbnico parece interferir diretamente com ¢ armazenamento & a
ativagdo de certos nutnientes. Alguns alcodlicos também desenvolvem uma neuropatia

periférica que responde a suplementac3c por piridoxina. Em particular, o acetaldeido
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desloca o piridoxal fosfato da proteina transportadora no plasma. O piridoxal fosfato Hvre
¢, entdo, rapidamente degradado a composios inativos e € excretado (Hayumpa, 1986
Lieber, 1991} Aparentemente, ¢ etanol provoca, pelo sistema P450 hepético, catabolismo
aumentado da vitamina A. Além do mais, alcodlicos geralmente apresentam nivels séricos
baixos de zinco, célcio e magnésio, devido 3 ingest3o dietética deficiente e perda urinaria

aumentada (Hayumpa, 1986; Lieber, 1991}

Alcootisme, genética e linhagem UCh

U alcoolismo ¢ uma doenga genética complexa resultante de sua caracteristica
poligénica {(Schumann ef al, 2003). Um dos grandes objetivos da pesquisa genética do
alcoclismo € a identificaco de genes protetores e de risco especificos, a fim de determinar
seu papel funcional na eticlogia da doenca. Vanios estudos t€m demonstrado que fatores
genéticos, socials € ambientais conirtbuem para o risco de dependéncia ao alcoolismo.
Além disso, a capacidade aumentada do homem para metabolizar o &lcool resulta em uma
menor concentragio de alcool no sangue, servindo como explicacio para as diferencas do
género (feminino e masculino) de consumo de alcool em humanos, assim como padrfes
especificos, relactonados ac sexo, da preferéncia ao alcool em ratos (Almeida e? al., 1998).
O uso de linhagens animais geneticamente especificas t€m provado historicamente ser uma
ferramenta poderosa para examinar a influéncia genética da dependéncia alcodlica {Crabbe,
1987). Através do desenvolvimento de modelos animais de preferéncia ao alcool, estio
sendo identificados Joci cromossomais e genes candidatos que influenciam o
comportamento da ingestdo de élcool. Os ratos da variedade UChA e UChB sic
importantes para o estudo de caracteristicas Gnicas ao alcoolismo humano. Denominou-se
UChA e UChRE as linhagens de baixo ¢ alto consumo de etanol, respectivamente (UCh =
Universidade do Chile), que diferem quanto 2 atividade cerebral da aldeido-desidrogenase ¢
na capacidade de desenvolver toler@ncia aguda ac etancl {(Tampier ¢7 al, 1984;19%4).
Mardones ef al. (1953) iniciatam o0s experimenios de cruzamentos consangiiineos enire
ratos de consumo baixo £ alto de dlcool. As vanedades constituem modelos raros para os

trabalhos relacionados aos fatores genéticos, bioquimicos, fisioldgicos, nutricionais e
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farmacologicos dos efeitos do &lcool, tio bem quanto a apetite ¢ a tolerfincia que sio fatores

importantes do alcoolismo humano.

Aleoslismo ¢ sistema genital femining

Diversos trabalhos tém abordado uma eventual exacerbacio do consumo alcodlico
em determinadas fases do ciclo menstrual, particularmente na fase Iitea tardia, ou pré-
menstrual, atribuindo ao dlcool uma agfo ansiolitica durante essa fase, ¢ gue tornaria seu
consumo uma “automedicacio” (Tate e Charetie, 1991; McLeod e7 al, 1994). A influéncia
do consumo de alcool sobre o funcionamento hormonal feminine encontra referéncias na
literatura {(Mello ef al, 1989, Petiersson ef al, 1990; Eriksson ef al, 1996). Estudos em
amimais (Mello ef al, 1992) revelaram que o consumo de lcoo! levaria a uma resposta
pituitaria deficiente com uma menor liberaciio de hormdnio luteinizante (LH) apds o
estimulo de E2 (B-estradiol). Esse fato poderia estar associado a uma maior fregiiéneia de
ciclos anovulatorios em alcoolicas crénicas. O consume abusivo ou a dependéncia alcodlica
parecem estar associados a diversas alteragBes do ciclo reprodutivo, desde a ocorréncia de
amenorréia ou irregularidades menstruais (Becker ef al., 1989), disfungdes ovarianas com
ciclos anovulatorios, menopausa prematura, além de relatos de maior risco para
infertilidade (Wilsnack ef al, 1984), aborto esponténeo (Kesmodel ef al, 2002),
intervengBes cirurgicas ginecoldgicas, além de prejuizos ao desenvolvimento fetal (Famid
et al., 1987, Roman, 1988; Mello ef al., 1989; Becker ef al, 1989; Tech ef al, 1992;
Carrara ef al., 1993; Wolfe et al., 2000; Stromland & Pinazo-Duran, 2002). Valimaki ef ol
{1995) confirmaram niveis significativamente maiores de testosterona (65%} durante a fase
latea de mulheres alcodlicas, quando comparadas com controles, refletindo um
desequilibric hormonal. Outro aspecto importante do consumo crbnico de &lcool pelas
mulheres € a sua relagio com a osteoporose. Considera-se que a osteoporose resulia do
desequilibrio de um sistema complexo, mantido por varios fatores nutricionais, hormonais e
metabolicos (Haibreich & Palter, 1996). Além disso, 2 exposigio ac dlcool pode induzir
erros na segrega¢o cromossdmica do oodcite ovulado. O sucesso na fertilizagio de tais
gametas resulia, consegiientemente, na produgiio de embrides aneuploides que apresentam

grande chance de serem abortados espontaneamente durante o primeiro trimestre de
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gravidez {Kaufman 1997). Da mesma forma, o consumo crfnico de etanol por fémeas
jovens de camundongos results em diminuiciio da fertilizaco, retardo no crescimento do
embrido e perda do embrifio devido a alteragBes induzidas no gameta feminino (Cebral o7
al., 2000). © sbuse de gleool maternal durante a gravidez causa a Sindrome Alcodlica Fetal
{FAS), caracterizada por retardamenio do crescimento pré e poés-natal, anomalias do
sistema nervoso ceniral e malformacfes cranio-faciais (Wolfe ef ol 2000; Stromland &
Pinazo-Diuran, 2002}

Tuba uterina

A tuba uterina € um Srgdo longo e enovelado, cujo grau de enovelamento varia entre
as espécies. As {ubas uterinas dos mamiferos sfo condutos tubulares derivados
embriologicamente da regifio cranial do ducto Milleriano. E estrutura vital e altamente
especializada no processo reprodutivo das fémeas e assume papéis importantes na
reproducio animal. Portanto, as tubas uterinas s8o mais do gue um simples conduto para ¢
transporte do odcito, dos espermatozdides, do zigoto ou do embrifio, do ovario para o Gtero.
A tuba uterina € um Orgdo ativo que possibilita o enconiro dos gametas, mantém e modula
o meio fluido dindmico (Hafez, 1995; Abe, 1996a; Lapointe & Bilodeau, 2003; Killian,
2004). As secrecdes do epitélio da tuba uterina formam o fluido (Leese 1988, 2001) que
promove ¢ meio necesséric para a maturacio dos gametas femininos e masculinos
{capacitagfo), a fertilizag8o e ¢ desenvolvimento inicial do embrifio (Bareither & Verhage,
1981; Odor ef af, 1983; Abe, 1996a; Buhi & Alvarez, 2003; Bhatt ef al, 2004; Killian,
2004}. A tuba uterina pode ser dividida em quatro regifes distintas e seqiientes, baseadas na
estrutura das camadas muscular ¢ mucosa: intramural (jungio Gtero-tubal), istmo, ampola e
infundibulo (Nilsson & Reinius, 1969). O infundibulo apresenta na extremidade livre
prolongamentos, as fimbrias, caracterizadas por pregas da mucosa. O epitélio da tuba
uterina ¢ do tipc colunar simples, formado de células ciliadas e células n#o-ciliadas
{secretoras). Alguns autores consideram ainda um terceire tipo celular, 2 célula basal
(Nellor, 1965, QOdor, 1982; Hollis ef 4/, 1984). Os cilios das células ciliadas sio
responsaveis pelo transporte dos odcitos no interior da tuba utering {Odor & Blandan,

1973). As células secretoras produzem e secrefam para a luz da tuba uterina proteinas,
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glicoproteinas (Oliphant, 1986}, enzimas e fatores de crescimenio (Morishita ef af., 1992;
Carlsson e al, 1993), sugerindo-se que 2 interaciio entre as células epiteliais da tuba
uterina & o0s gametas masculinos ¢ necessiria para o término da maturacio dos
espermatozdides (Ellington ef al, 1993a,b). No rato, foram descritos numerosos e grandes
grénulos de secreglio nas células secretoras da regifio do istmo e, ocasionalmente, grinulos
de secreglo pequenos nas células secretoras das regifes da ampola e das fimbrias (Abe,
1994). As células basais j4 foram descritas como oélulas de origem nfo-epitelial: linfécitos
(Hollis er al, 1984; Eriksen er al, 1994; Crow ef af, 1994) e macréfagos (Brenner &
Slayden, 1994). A ultra-estrutura desse tipo celular j4 foi descrita em carneiros (Hollis et
al., 1984), coethos (Odor, 1974), vacas e porcas (Nellor, 1965), e primatas (Odor, 1982),
embora a fungiio ainda seja inceria. Alguns autores inferiram sobre o seu papel na
ciliogénese ¢ na repopulagio celular (Bullén ef ol, 1980). Estudos tém demonstrade
diferencas regionais relacionadas com as alteracBes ciclicas nas células epiteliais (Abe,
1996b). Variacfes regionais marcantes nas caracteristicas morfologicas, histoquimicas e
bioquimicas das células secretoras tém sido demonstradas em muitas espécies, embora
ainda nfic esteja totalmente esclarecido ¢ seu significado biologico (Abe, 1996b; Almeida,
2000).

O foco da literatura experimental em estudos relacionados ao alcoolismo tem-se
voltade principalmente para o homem, enquanto estudos em mulheres nioc tém sido
conclusives (Hoaken & Pihl, 2000}. Além disso, a identificacio do alcoolismo ferninine em
atendimentos de salde parece ser deficiente ¢ pouco valorizada {Chang ez al, 1997).
Devido ao aumentc da dependéncia ac alcool na mulher € & evidéncia de que as
conseqiiéncias do consumo crénico de alcool sio mais severas nas mulheres (Norton ef al.,
1687, Harper ef al., 1990; Glenn, 1993}, faz-se necesséric investigar todos os mecanismos
biologicos possiveis que possam levar a prevaléncia relacionada com ¢ género. De igual
maneira, varios cromossomos ¢ genes candidatos tém sido avaliados em seu possivel papel
no alcoolismo. No entanto, com excecio dos genes que codificam as enzimas do
metabolismo do alcool, os resultados 18m side contraditorios (Foroud & Ting-Kai, 1999).

Como estratégia alternativa, os pesquisadores tém utilizade modelos de ratos para
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identificar quantitativamente a influéncia de Joci cromossomais caracteristicos de
preferéncia ac alcoclismo.

Apesar do grande nimero de irabalhos dos efeitos do dlcool scbre os sistemas
endocring e nervoso, figado, plncreas, rins, intestino ¢ sistema genital masculino, a
literatura mostra-se deficiente quanto as consegiéncias do 4dlcool no sistema genital
feminino (Van Thiel ef ol , 1977, Bo er af., 1982; Les Dees and Skelley, 1990, Martinez ef
al., 1999 e Laura ef gi., 2003).
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OBJETIVOS

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivos analisar o ciclo estral e a
estrutura das células epiteliais da tuba utering da linhagem de ratos UChA e UCHB,

bebedora voluniaria de etanol,
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ARTIGOS

v Histologia ¢ Ultra-Estrutura do Epitélic da Tuba Uterina Distal {Infundibulo e
Fimbrias) da Linhagem de Ratos UChA e UChE — Bebedora Voluntiria de Etanol,
submetido ac dlcohclism: Clinical and Experimernial Research.

v Ciclo Estral, Histologia e Ultra-Estrutura do Epitélic da Tuba Uterina Proximal
{Inframural, Istmo ¢ Ampola} da Linhagem de Ratos UChA ¢ UChB - Bebedora

Voluntariz de Etansl.
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Histologia e Ultra-estrutura do Epitélic da Tuba Uterina Distal {Infundibulo ¢
Fimbrias) da Linhagem de Ratos UChA e UChB — Bebedora Voluntiria de Etanol

Almeida-Francia CCD, Farje LADF, Padovani CR, Pinheiro PFEF, Martinez M, Segatelli
TM, Martinez FE

Besumo

Objetivo: O alcoolisme € o terceiro problema mais séric de Safide Publica Mundial A
maioria € constituida de homens, entretanto, o indice de mulheres viciadas em bebidas
alcodlicas vem aumentando. A tuba uterina promove ¢ meio necessario para a maturacio
dos gametas femininos e masculinos (capacitacio), a fertilizag3o e o desenvolvimento
inicial do embrifo. As variedades UChA e UChB constitiem modelos raros para os
trabalhos relacionados aos aspectos genéticos, bicquimicos, fisioldgicos, nutricionais e
farmacologicos dos efeitos do lcool que siio importantes fatores do alcoolismo humano.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi analisar as células epiteliais da tuba uterina
distal (infundibule — Inf e fimbrias — F) da linhagem de ratos UChA e UChRB, bebedores
voluntérios de etanol.

Métodos: Os animais foram divididos em trés grupos: 1% UChA de consumo voluntardio
medio de 6,05 g/Kg/dia de etanol a 10%: 2°) UChR de consumo voluntério médio de 8,18
2/Kg/dia de etanol a 10% e 3°) ratas Wistar (controle). Fémeas em estro foram selecionadas
para coleta e processamento dos orgdos, empregando-s¢ técnicas microscopicas e
morfométricas.

Resultados: As células epiteliais (secretoras e ciliadas) das regifes de Inf e F dos ratos
tratados apresentaram vactolos e lacunas com conmteido ou ndo em seu interior,
mitocOndrias ndo preservadas, corpos lamelares, gotas lipidicas e cisternas dilatadas.
Também foram observados nicleos com formas irregulares ou niicleos e contetdo
citoplasmatico na luz do epitélio. A morfologia dos cilios apresentou-se alterada. O

processo degenerativo adquiriu proporgdes crescentes do grupe UChA para o UCHB. Os
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grupos iratados apresentaram menores areas citoplasmaticas e nucleares comparadas ao
controle.

Conclusiio: Devido as alieragBes morfoldgicas e, consegiientemente, funcionais o processo
reprodutivo dos ratos bebedores de etanol esta comprometido. Infere-se, ainda, que devido
& grande guantidade de lisosomos e formago de vaciolos, o dlcool induza inicialmente

morte celular diferente da apoptose.

Iniredugis

0 alcoolismo € o terceiro problema mais sério de Saide Poablica Mundial, Pesquisas da
Orgamizagic Mundial de Satde demonstraram gue, em 1996, 120 milhdes de pessoas
sofriam de alcoolismo no mundo e 103 mil morreram por motivos relacionados 3 doenga. A
grande maioria € constituida de homens, entretanto, o indice de mulheres viciadas em
bebidas alcodlicas vem aumentando (Hochgraf et al., 1995; Martinez et al, 1999). A
conquista da mulher no mercado de trabalho trouxe autonomia, mas, conjuntamente vieram
o0s vicios toxicologicos de dependéncia quimica, dos guais ¢ alcool é o mais acessivel por
ser regulamentado. Apesar do grande mamero de trabalhos dos efeitos do alcool sobre os
sistemas endocrnno € nervoso, figado, pancreas, rins, intestino ¢ sistema genital masculino,
a literatura mostra-se deficiente quanto as conseqiiéncias do alcool no sistema genital
feminino (Van Thiel et al., 1977; Bo et al., 1982; Les Dees and Skelley, 1990, Martinez et
al., 1999; Laura et al., 2003).

A tuba uterina € um Orgdo longo e enovelado, cujo grau de enovelamento varia entre as
espécies. As secre¢fes do epitélio da tuba uterina formam o fluido (Leese, 1988; Leese o7
al., 2001} que promove o meic necessario para a maturagdo dos gametas femininos e
masculinos (capacitacdo), a fertilizacdo e, através de sua composicio quimica, ©
desenvolvimento inicial do embrifio {Bareither and Verhage, 1981; Odor et al,, 1983; Abe,
1696a; Buhi and Alvarez, 2003; Killian, 2004; Bhatt et al | 2004}. Os eventos biolégicos

que ocorrem ao longo da tuba uterina sfio distintos, vanando entre as regides. Variacdes
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regionais marcantes nas caracteristicas morfologicas, histoquimicas e bioquimicas das
celulas secretoras tém side demonstradas em muitas espécies (Abe, 1996b). No entanto,
ainda néo esté totalmente esclarecido o seu significado biologico (Abe, 1996b; Palter et al
Z001; Barmiere et al, 2002).

Os modelos animais permitem 2 condugio de experimentos que nfo podem ser realizados
com seres humanos por motivos éticos. Outro fator importante € o controle experimental
impossivel de ser alcangado com humanos. Entre as vantagens de se utilizar roedores,
destacam-se 2 rdpida reprodugdo, o pouco espago fisico ocupado e o baixo custo de
manutengdo (Runza, 2004) Mardones et al. (1953} iniciaram os experimentos de
cruzamentos consangiiineos entre ratos de consumo baixo e alto de dlcool. Denominou-se
UChA e UCHB as linhagens de baixo e alto consumo de etanol, respectivamente {UCh =
Universidade do Chile} que diferem quanto i atividade cerebral da enzima aideido-
desidrogenase e na capacidade de desenvolver tolerfncia aguda ao etanol. As variedades
constituern modelos raros para os trabalhos relacionados aos aspectos genéticos,
broquimicos, fisiologicos, nutricionais e farmacolégicos dos efeitos do alcool, tio bem

quanto a apetite ¢ a tolerdncia que sdo importantes fatores do alcoolismo humano.

Dessa forma, o presente trabatho tem como objetivo analisar a estrutura das células
epiteliais da tuba uterina distal (Infundibulo e Fimbrias) da linhagem de ratos UChA e

UChHB, bebedores voluntarios de etanol.

Material e Métodos

Foram utilizadas 42 ratas (Rattus norvegicus albinus), adultas (4 meses), com peso médio
de 280g, cujas matrizes foram importadas do biotério do Departamento de Farmacologia ¢
Biogquimica da Faculdade de Medicina da Universidade do Chile. Os animais constituiram

3 grupos: 1°) ratas UChA de consumo voluntario de etanol a 10% {agua + etanol) ¢
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consumo médio de etanol de 6,046g/Kg/dia, 2% ratas UChB de consumo voluntario de
etanol 2 10% e consumo médio de etanol de 8,177g/Kg/dia e 3%) ratas Wistar de consumeo
voluntano de dgua utilizadas como controle, cedidas pelo Biotério Central do Campus de
Botucatw/UNESP. As fémeas {ratadas receberam etanol duranie 55 a 65 dias. Todos o3
animais receberam dieta solida constituida de raclo Nuvital e o protocolo experimental
seguin 08 principios éticos de pesquisa animal adotados pelo Colégic Brasileiro de

Experimentacio Animal.

Microscopia de Luz {MLuz): Historesina

Foram sacrificadas no estro, apds saturac8o anesiésica com éter etilico, 2] fmeas (7 de
cada grupc}. As tubas uterinas, sem separar dos ovérios direitos, foram dissecadas sob
microscopio cirlrgico D. F. Vasconcelos ¢ fixadas em glutaraldeide 2,5% em tampioc
fosfato 0,10, pH 7,3, durante 6h. Os orgdos foram acondicionados em élcool 70% na
geladeira, por 48h. A desidratac8o foi realizada em alcool 95% durante 4h ¢ a infiltragio
em resina plastica “Historesin” (Reichert — Jung/Embedding Kit — Alemanha) mais éicool
durante 4h. Os érgdos foram imersos em resina pura por 12h. As amostras de tecido foram
incluidas e transportadas para histomoldes etiquetados (histomold - LKB ~ Alemanha),
contendo mescla de inclusio (liguido de infiliragio + endurecedor). Os histomoldes foram
colocados em estufa a 60°C durante 3h. Os blocos do material incluido foram cortados com
S5um de espessura em micrétomo LEICA 2145, Os cortes foram corados com hematoxilina
e eosina (HE), azul de toluidina {AT) e 4cido periddico de Schiff (PAS). As l@minas foram
analisadas e fotografadas em fotomicroscépio digital Axiophot H Zeiss do Departamento de
Anatomia do IBB/UNESP.

MLuz: Fosfatase Acida (FA)



Almeida-Francia, C.C.D. 20

As tubas uterinas, sem separar dos ovarios e extremidades craniais dos cornos uterinos
esquerdos, foram coletadas e dissecadas. O material foi coberio com talco para a
preservagie do tecido e congelado em nitrogénio liquido. Os Orgfios reprodutores
congelados foram transferidos para cimara de criostatc LEICA CMIB00 Cryostat
{Alemanha) a -20°C e mantidos durante 15 a 20min. Os 6rgdos foram colados pela
extremidade cranial do comno uterino em suporte metélico, utilizando-se adesivo especial:
“Tissue-Tek” (OCT — Optimal Critical Temperature). Os ovarios e tubas uterinas foram
seccionados com Sum de espessura. Us cortes foram submetidos a3 solugdes de
pararosanilina hidroclorada e nitrito de sodic a 4% e misturados com 5Smg de naphzéi AS -
B1 (dissolvido em 0,5ml de n-n-dimetilformamida), 2,5ml de tampic veromal acetato e
6,5mi de dgua destilada. O pH foi ajustado para 5,0 e os cortes foram incubados a 37°C por
60min, lavados em agua destilada e contrastados com metil verde. Finalmente, os cortes
foram lavados em agua destilada, desidratados em 3lcool abscluto e montados no meio
sintético (Burpstone, 1958; modificado por Barka, 1960). As liminas foram analisadas e
fotografadas em fotomicroscopio digital Axiophot I Zeiss do Departamento de Anatomia
do IBB/UNESP.

Microscopia Eletronica de Transmissfoc (MET)

21 ammais (7 de cada grupo) foram sacrificados em estro ap0s saturacio anestésica com
éter etilico. As tubas uterinas e os ovarios direitos foram fragmentados e imersos em
glutaraldeido 2,5% em tampdio fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 6h. Em seguida, foram pos-
fixados em Tetrdxido de Osmio 1% em tampio fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 2h no escurc.
Um tercetro fixador, acetato de Uranila 0,5% em 4gua com sacarose 13,3% foi usado por
Zh. Posteriormente, foi realizada desidratacio do material em série crescente de acetona (50
até 100%). Os fragmentos foram incluidos em resina (Araldite® 506). Os blocos foram
trimados e os cortes de 0,5um de espessura (semi-finos) obtidos no ultramicrétome LBK
BROMA 8800 ULTRATOME com navalha de vidro. Os cortes foram corados com azul de

metilenc ¢ azur 11 (1:1}, analisados em microscopio de luz e selecionadas &reas especificas
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para MET. Os blocos foram retrimados, seccionados com 60 a 80nm de espessura no
ultramicrdtomo LBK BROMA 8800 ULTRATOME. Os cortes foram contrastados com
acetato de uranila (Watson, 1958} e citrato de chumbo {(Reynolds, 1963), analisados e
fotografados no MET PHILLIPS EM 301 do Centro de Microscopia EletrOnica do
IBB/AINESP e LEO 900 ZEISS do Laboraténo de Microscopia Eletrmica do
Diepartamento de Patologia da FMB/UNESP.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As tubas uterinas, sem separar dos ovarios ssquerdos dos ammais utilizados para MET,
foram coletadas. Foram fragmentados em aproximadamente 1,0 mm de largura, imersos em
glutaraldeido 2,5% em tampido fosfato 0,1M, pH 7.3, durante 2h. Os fragmentos foram
desidratados em series crescentes de solucdes de élcool (70% a 100%), levados para secar
em PONTGO CRITICO BALZERS UNION, montados em base metalica e levados ao
metalizador MED 010 BALZERS UNION, onde foram recobertos com ouro. As amosiras
foram analisadas e fotografadas no MEV SEM-515 do Centro de Microscopia Eletronica do
IBB/UNESP.

Morfometria da Tuba Literina

As tubas uterinas de 6 animais dos 3 grupos de estudo, utilizadas na preparacio de laminas
histoloégicas para microscopia de luz e coradas com HE, foram utilizadas nas analises
morfométricas. Foram mensuradas as &reas nucleares, citoplasmaéticas, totais {citoplasma +
nucleo) e altura das células epiteliais da tuba uterina. Utilizou-se para mensuracio das
varizveis descritas ¢ Sistema de Analise de Imagens Computadorizado K8-300 {Zeiss) do
Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. A estatistica das varigveis descritas foi
realizada através da técnica da andlise de varidncia multivaniada dos perfis médios dos

grupos {(Johnson e Wichern, 1998) em experimentos inteiramente casualizados. A técnica
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de analise fol complementada com o teste de comparacbes multiplas de Tukey para
contraste entre medias dos grupos. Os resultados foram apresentados em tabelas e, todas as
conclusbes estatisticas foram realizadas em nivel de 5% de significincia Detalhes 2

respetto da metodologia empregada podem ser encontrados em Banzatto & Kronka {1989).

Hesultadas

Microscopia de Luz (MLuz)

O epitélio da tuba uterina do rato ¢ formado por dois tipos de células: secretora (CS) e
ciliada (CC).

A regifo do mfundibulo (Inf) dos ratos do grupo controle apresentou-se pregueadsa com
dobras longitudinais longas e ramificadas em diregic a luz (Fig. 1A.D). Observou-se altura
homogénea do epitélio a partir da l4mina propria (Fig. 1A) e coloracdes HE (Fig. 1A) e AT
{Fig. 1D) homogéneas. Os niicleos das CC e CS apresentaram-se com nucléolos evidentes.
Em HE, o conjunto dos corplisculos basais das CC formou nitida linha na superficie apical.
A reagdo ao PAS apresentou-se como pontos de marcagBes esporadicos pelo citoplasma das
células (Fig. 1G). A reacdo & FA foi intensa na por¢io supra-nuclear, mas nfio atingindo as

extremidades apicais das células (Fig. 17).

A regi8o do Inf dos ratos UChA apresentou menor quantidade de dobras em direciio 4 luz
comparada ac controle (Fig. 1E). As respostas aos corantes HE (Fig. IB) ¢ AT (Fig. 1E)
apresentaramn-se heterogéneas. O epitélio apresentou lacunas em grandes guantidades com
conteudo ou nfo em seu interior ¢ vactiolos distribuidos pelo citoplasma das células (Fig.
1B). Alguns nicleos apresentaram-se com nucléolos evidentes e outros mais condensados.
Em AT, foram observadas células epiteliais que pareciam extravasar contetido para a luz

(Fig. 1E}. A reag80 ao PAS apresentou-se acentuada e pontual no citoplasma das CC,
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principalmente na porgdo infra-nuclear (Fig. 1H). A reacfio a FA foi similar ao grupo

controle para a mesma regido (Fig. 1K)

A regifo do Inf dos ratos UChE apresentou dobras mais escassas em dirego a luz
comparadas aos grupos UChA ¢ controle (Fig. 1F}) Em AT, o emtélio apresentou aspecto
diafanizado {com aparente atrofiz das células) (Fig. 1F). Presenca de vactolos e, em maior
numero, lacunas grandes com conteddo ou nfio em seu imterior {Fig. 1C). Os nuicleos
apresentaram-se mais condensados comparados ao grupe UChA e as coloragfes em HE
(Fig. 1C) ¢ AT heterogéness (Fig. 1F}). A reagBo ao PAS foi pontual, principalmente na
porgdo supra-nuclear, e mais fraca comparada ao UChA (Fig. 1. O tecido apresentou
aspecto de retragdo ¢ a reaglio & FA foi mais intensa na porgfo supra-nuclear comparada a0s
grupos UChA e controle. Também foram observadas marcacBes pontuais no tecido

conjuntivo subjacente e na camada muscular (Fig. 1L).

A regido das fimbrias (F} dos ratos do grupo controle apresentou grande quantidade de
dobras da mucosa (Fig. ZD) e caracteristicas semelhantes as descritas para a regifio do Inf
nas coloragtes HE (Fig. 2A) e AT (Fig. 2D). A reacio ao PAS apresentou-se pontual na
porgdo infra-nuclear das CC (Fig. 2(). A reaclio & FA foi similar a regifio de Inf para o
mesmo grupo (Fig. 27}

A regido das F dos ratos UChA apresentou menor quantidade e distribuicio irregular das
dobras da mucosa comparada ao controle (Fig. 2E). As respostas 20s corantes HE (Fig. 2B}
e AT (Fig. 2E) apresentaram-se heterogéneas. O epitélio apresentou lacunas com contedo
ou ndc e grandes vacuolos (Fig. 2B). De maneira geral, os nicleos apresentaram-se mais
condensados comparados ac controle €, em HE, o conjunto de corptsculos basais das CC
nfo formou linha nitida na superficie apical como no grupo controle para as regifes de Infe

F (Fig. ZB). A reac30 ac PAS apresentou-se acentuada e pontual na porgio infra-nuclear



Almeida-Francia, 0D, 24

das CC, semelhante 2 regido de Inf para o mesmo grupo (Fig. 2H). O tecido apresentou-se

retraido ¢ a reagho a FA foi intensa e pontnal na porcio supra-muclear das eélulas (Fig 2K).

A regido das F dos ratos UChB apresentou vactclos e lacunas maiores em grandes
quantidades com conteido ou nfio (Fig. 2C). As respostas aos corantes HE (F ig 2Cye AT
(Fig. 2F) apresentaram-se heterogéneas. Em AT, o epitélio apresentou aspecto diafanizado
(com aparente atrofia das células) (Fig. 2F). Os niicleos apresentaram-se condensados e a
formagéo da linha na superficie apical das CC foi semelhante ao UChA. A reacic ao PAS
foi pontual na porgio supra-nuclear e mais fraca comparada ao UChA (Fig. 2I). O tecido
apresentou refragdo maior e 2 veaglio & FA foi mals intensa na porgio supra-nuclear
comparada a0s grupos UChA e controle ¢ extensiva em pontos do tecido conjuntivo
subjacente (Fig. 2L).

MET

O epitélio do Inf do grupo controle apresentou CC, predominantemente, e CS. As CC
apresentaram formas cilindricas caracteristica, com cilios longos inseridos em corptisculos
basais localizados proximos & extremidade apical da membrana plasmética (Fig. 3A). As
CC apresentaram concentragdes de mitocondrias em sua porgdo apical e infra-nuclear (Fig,
3B). Os ntcleos das CC apresentaram-se regulares e alongados (Fig. 3B). Também foram

observados aparelho de Golgi ¢ reticulo endoplasmatico rugoso em quantidade.

Na regifio do Inf dos ratos UChA, o epitélic apresentou CS com microvilos escassos (Fig.
3C) ¢ predominio de CC. Os nificleos das CC apresentaram-se com formato regular
alongado (Fig. 3C,F), sem chanfraduras, € o citoplasma com mitocéndrias nfio preservadas
¢ edemaciadas na porgio apical (Fig. 3D) e perinuclear {Fig. 3F). A lesio da mitocfndria
apresentou um padr8o: da extremidade para o centro da organela. Gotas lipidicas foram

observadas com fregiiéncia nas porgBes infra e perinuclear das CC (Fig. 3F). As CS
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apresentaram-se mais delgadas e elétron-densas comparadas as CC (Fig. 3C). Corpos
lamelares, vesiculas com conteido elétron-denso e cisternas dilatadas foram observadas
{Fig. 3E).

A regifio do Inf dos ratos UChB apresentou-se com C8S escassas € predominio de CC. As
CC apresentaram-se eléfron-lucentes (Fig. 4A) comparadas ao grupo UChA, enquanto o8
corplisculos basais e a heterocromatina apresemtaram alto grau de elétron-densidade.
Mitochndrias nfo preservadas e edemaciadas estiveram presentes em grande guantidade na
porgio apical das CC (Fig. 4A). As membranas do aparelho de Golgi estiveram preservadas
(Fig. 4A), assim como pequenas vesiculas. NEo obstante, nicleos de células em processo de
morte foram observados na luz do epitého (Fig. 4B). As CS apresentaram gotas lipidicas
peguenas distribuidas na porglo infra-nuclear, indmeras mitocdndrias ndo preservadas e
edemaciadas, corpos lamelares e cisternas dilatadas (Fig. 4C). Corpos multivesiculados
também foram observados em algumas células. CS apresentaram-se ©m  processo
degenerativo, com mitocOndrias nfo preservadas e edemaciadas, eléiron-densidade

alterada, vesiculas e com contetdo citoplasmatico na fuz do epitélio (Fig. 4D).

Em MET, torna-se dificil ¢ isolamento da porgio das fimbrias. Para garantir a obtencio
dessa porgio, coletou-se o conjunto: infundibulo + fimbrias {Inf + F) dos diferentes grupos
(UChA, UCHEB e controle).

O epitélic do conjunto Inf + F do grupe controle apresentou CS escassas e predominio de
CC. As CC apresentaram mitocndrias localizadas, principaimente, na porc8o apical {Fig.
5A), mas mduneras mitocdndrias estiveram presentes na porgfo infra-nuclear (Fig. 5B). Os
micleos das CC apresentaram formato regular alongado (Fig. 5AB). As CS apresentaram

grinulos de secrecdio e nicleo com formato alongado regular.

O epitélio do conjunto Inf + F do grupo UChA apresentou CC, predominantemente, e C5.
As CC apresentaram alteragbes semelhantes as da regifo de Inf do mesmo grupo. As €8

apresentaram-se atrofiadas, com microvilos curtos e escassos ¢ cistemas dilatadas (Fig.
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5C). Os nicleos apresentaram formato irregular (Fig. 5C) e lacunas foram observadas entre
CS (Fig. 5D). Imumeras gotas lipidicas (Fig. SEF), corpos lamelares (Fig 3F) e
mitoctedrias preservadas (Fig. 5EF) foram observadas por todo ¢ citoplasma. Escassos

granulos de secreclio foram observados nessa porgio.

O epitélio do conjunto Inf + F do grupo UChB apresentou CS escassas e predominio de
CC. As CC apresentaram intimeras mitocOndrias nfic preservadas e edemaciadas (Fig. 6A),
além de inGmeras gotas lipidicas (Fig. 6B). Os micleos das CC apresentaram formato
irregular com chanfraduras (Fig. 6B). As CS apresentaram grande quantidade de vaciolos
distribuidos pelo citoplasma (Fig. 6C). Assim como as CC, os micleos das CS apresentaram
formato irregular com chanfraduras. Grande quantidade de gotas foi observada na porgio
supra-nuclear (Fig. 6C). Escassos grnulos de secrecio foram observados nessa porgio
(Fig. 6D).

MEV

O epitélio do Inf do grupo controle apresentou homogeneidade em altura (Fig. 7A) com

CC, predominantemente, ¢ CS.

Na regifo do Inf dos ratos UChA também foi observada homogeneidade da altura do
epitélic (Fig. 7D).

A regidio do Inf dos ratos UChB apresentou CC cujos cilios estiveram distribuidos em
grupos orientados em uma mesma diregiio (Fig 7F), formando o aspecto de pélos
escovados (Fig. 7E.F), padrio observado somente nos animais do grupc UChB. Algumas
porgBes do epitélio apresentaram-se destituidas de citios (Fig. 7E). Gotas gigantes (Fig. 7G)

também foram observadas entre as dobras do epitélio.

As F caracterizam-se pelo prolongamento das dobras longitudinais do Inf constituidas

somente pela camada mucosa (Fig. 7C). Em sua porgio final, o Inf apresenta-se envolvido
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externamente pelas dobras longitudinais das F. Essa visdc ocorre porque ¢ Inf termina

abrindo-se em F, relacionadas com o ovério (Fig. 7B).

O epitélio das F do grupo UChA apresentou abundéncia de gotas lipidicas de tamanbo e
distribuigio diferentes por toda a célula, assim como gotas gigantes na lamina propria e na

luz do epitélio (Fig. 7H).

O epitéhio das F do grupo UChB apresentou altura homogénea (Fig. 7J) com CS escassas e
predominic de CC. Da mesma forma que o Inf dos ratos UChB, os cilios apresentaram o
aspecto de pélo escovado (Fig. 77K} e gotas hipidicas de tamanhos diferentes sobre o
epitélio {Fig. 7L). Algumas porgdes do epitélio também se apresentaram destituidas de

cilios,

Morfomeiria da Tuba Uterina

-

Areas citoplasmatica e nuclear da tuba uterina distal:

Os grupos tratados (UChA e UChB) apresentaram menor area citoplasmatica e nuclear
comparado ac grupo controle para as regifes de Inf ¢ F, independente do tipo celular
analisado {(CS ou CC). A analise de um mesmo grupo tratado mostrou que a area
citoplasmatica das cclulas secretoras da regido de Inf apresentou-se menor comparada a
area citoplasmatica das células ciliadas da mesma regifio e as células ciliadas da regifo das
F, enquanto que para o grupo controle houve diferenca significativa das é4reas
citoplasmaticas tanto entre as diferentes regifes quanto entre os tipos celulares analisados.
Portanto, conclui-se que as CS apresentam dreas citoplasmaticas menores comparadas 2s
CC. Quando znalisada a 4rea nuclear de um mesmo grupo tratado, nfo se observou
diferenca entre regies e entre tipos celulares. A area nuclear do grupe controle apresentou

comportamento semelhante ao da area citoplasmaética do mesmo grupo (Tabela 1)

Altura das células epiteliais da tuba uterina distal:
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Os grupes tratados (UChA e UChB) apresentaram menor altura das células epiteliais
comparados ao grupo controle para as regides de Inf e F, independente do tipo celular
analisado (CS ou CC). Quando analisada a altura das células epiteliais do grupo UChA, nio

se observou diferenga entre regides e entre tipos celulares (Tabela 2).

Discussds

Nas regifes de Inf e F dos grupos tratados, observou-se menor quantidade e distribuicio
irregular de dobras epiteliais em direcdio & luz comparada ao grupo controle. As coloragBes
HE e AT apresentaram-se heterogéneas, sendo que o grupo UCHB apresentou epitélio com
aspecto diafanizado ¢ aparente atrofia das células em AT. A analise citomorfométrica da
tuba utenina distal comprovou que tanto as 4reas citoplasmatica e nuclear quanto a altura
das CS e CC (Inf) e CC (F) dos grupos tratados foram menores comparadas 2o controle. As
celulas apresentaram vacholos e lacunas grandes com contetido ou ndc em seu interior. As
lacunas caracterizaram-se por espagos no interior do epitélio formados pelo rearranjo das
células, possivelmente, na tentativa da manutengdo da integridade da mucosa, comprovada
através da heterogeneidade da altura do epitélic a partir da 13mina propria. A presenca de
contetdo em seu interior foi indicativa do isolamento de restos celulares (produtos do
metabolismo celular). Os micleos apresentaram-se gradativamente mais condensados,
comparativamente do grupo UChA para o UChB. A tuba uterina proximal (intramural,
istmo ¢ ampola) do rato, principalmente na regifo do istmo, apresenta intensa reacsio ao
corante PAS devido as glicoproteinas presentes na extremidade apical e ao glicocalix das
CS. Na tuba uterina distal, a reacio ao PAS do grupo controle apresentou-se como pontos
de marcagdes esporadicos pelo citoplasma das células. Eventualmente, 2 reaco ac PAS €
positiva a tipos especificos de lipidios (Pearse, 1972). No gerbilo da Mongélia (AMeriones
unguicuiatus), grupos de gotas lipidicas de tamanho varidvel foram observadas na porgio
infra-nuclear das regies do istmo e do Inf das CS da tuba uterina (Almeida, 2000).
Estruturas semelhantes foram descritas nas CS das F do rato (Abe, 1994) e do hamster
dourado {Abe e Oikawa, 1991). Gotas compostas de lipidios neutros tém sido descritas no

epitélic da tuba uterina (Wordinger et al, 1977; Henault e Killian, 1993). Os tipos mais
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comuns de inclusdes lipidicas sfio as gotas compostas de triglicérides, normalmente
esféricas, mas que podem apresentar-se de forma irregular apds fixacio e desidratagio.
{Geralmente, as gotas lipidicas nas células atuam como reserva de energia ou fornecem
cadelas curtas de carbono, utilizadas na biossintese da membrana plasmatica {Fawcett,
1967). A reaglio ao PAS diferiu do grupo UChA para o UChB, apresentando-se acentuada ¢
pontual no citoplasma das celulas, principaimente na porgio infra-nuclear do grupo UChA,
e também pontual, mas menos acentuada, na por¢lo supra-nuclear das células do grupo
UChB. Sugere-se que a reag@io positiva ao PAS, principalmente do grupo UChA, sejz

devido 2 presenca de gotas lipidicas.

A reacfo 4 FA da regifio do Inf do grupo UChA apresentou-se intensa na porcio supra-
nuclear, mas nfo atingindo as extremidades apicais das células, assim como a do grupo
controle. No grupo UCHB, o tecido apresentou aspecto de retrag3o ¢ a reacdo a FA foi mais
intensa na porgdc supra-nuclear comparada acs grupos UChA e controle e, foram
observadas marcagdes pontuais no tecido conjuntivo subjacente e na camada muscular. Na
regido das F, constatou-se que a retragdo do tecido adquiriu proporgdes crescentes do grupo
UChA para o UChB e, a reaciio & FA foi mais intensa no grupo UChB comparada aos
grupos UChA e controle ¢, extensiva em pontos do tecido conjuntivo subjacente. Segundo
Bull et al. (2001), cinco classes importantes de fosfatases acidas sio encontradas no homem
em: lisosomos, eritrocitos, macrofagos, osteoblastos e na prostata. Os lisosomos estdo
envolvidos na quebra enziméatica de material fagocitado e sfo também responsaveis pela
degradacdo de organelas celulares degeneradas (autofagia). Das enzimas que o lisosomo
contém, a fosfatase acida tem sido considerada uma das mais importantes e, portanto, sua
atividade tem sido utilizada como um marcador histologico lisosomal e sorologico de
doencas {Bancroft e Stevens, 1990, Bull et al, 2001). Embora a reacdc 4 FA nio seja
especifica exclusivamente de lisosomos, podendo marcar inclusive granulos de secrecdo
dependendo da sua natureza, a reag#ic posifiva observada na tuba uterina distal foi
indicativa da presenca de grande numero de lisosomos localizados na porgdo supra-nuclear,

mas ndo atingindo as extremidades apicais das CS {local em que ocorre maior incidéncia de
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granulos de secrecBo) e CC. Os lisosoinos estiveram presentes em maior nUmero nos
grupos tratados comparado 20 controle, sendo que no grupo UCHhB foram extensivos em

pontos do tecido conjuntivo subjacente e na camada muscular,

G citoplasma das CC na regifio do Inf do grupo UChB apresentou-se elétron-lucente.
Mirtoctndrias ndo preservadas ¢ edemaciadas estiveram presentes em grande quantidade,
principalmente na porgdo apical das CC. Constatou-se que a degeneragio adquiriu
proporgbes crescentes do grupo UChA para o UChB, demonstrada pelo aumento das
cisternas dilatadas e dos corpos lamelares. CS apresentaram-se em processo degenerativo,
com mitocOndrias ndo preservadas e edemaciadas, elétron-densidade alterada, vesiculas, e
contetdo  citoplasmético na luz do epitélic. Escassos grinuios de secreciio foram
observados comparados a0 controle. Embora o nicleo tivesse mantido o formato regular e o
aparelho de Golgi o aspecto normal, constatou-se aumento do nimero de gotas lipidicas,
demonstrando, provavelmente, metabolismo celular alterado devido & acgfio do &lcool.
Nucleos de celulas em processo de morte foram observados na luz do epitélio. Infere-se que
as células estejam sofrendo desequilibrio osmético, indicado pelo processe degenerativo

responsavel pela morte celular.

Assim como na regido de Inf, o conjunto Inf + F dos grupos tratados apresentou
predominio de CC. As CC do grupo UChB apresentaram maior quantidade de gotas
lipidicas em relagfio ao grupo UChA e nicleos de formato irregular com chanfraduras. As
(S apresentaram-se atrofiadas, com microvilos curtos ¢ escassos, grande guantidade de
vaciolos distribuidos pelo citoplasma e cisternas dilatadas. Os niicleos apresentaram
formato irregular com chanfraduras e lacunas foram observadas entre CS, além de gotas

lipidicas, corpos lamelares € escassos grinulos de secrecio comparados ac controle.

As tubas uterinas dos grupos alcodlicos UChA e UChB confirmaram a presenga de gotas
lipidicas nas células epiteliais, em concordéncia com os resultados de Martinez et al. {1999}

em tubas uterinas de ratos Wistar apds ingestfio crdnica de etanol. Hssas gotas eram
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esféricas, de tamanhos e localizagfio diferentes e, estiveram presentes em grande nimero.
Sugere-se que as gotas gigantes presenies na luz do epitélio fenham sido formadas pelo
agrupamenio de gotas menores extravasadas pelas células lesadas na tentativa da

homeostase.

As C8 da wba uterina produzem e secretam ativamente proteinas ¢ glicoproteinas na luz da
tuba uterina {Oliphant, 1986, Hunter, 2002; Bhatt et al, 2004), formando o fluido,
juntamente com © soro do transudato seletivo (Leese, 1988; Leese er ¢l, 2001} Alguns
desses produtos de secrecBo possuem importante papel nos eventos reprodutivos (Hunter,
1994, (Gandolfi, 1995; Malette et sl 1995} Por sua vez, as CC s3o responsiveis pelo

transporte dos 06citos no interior da tuba utering {Odor e Blanday, 1973).

Infere-se que, devido as alteracBes dos cilios e microvilos, a qualidade, a renovacio e o
transporte do fluido produzido pelas células da tuba uterina distal estejam alterados, assim
como o itransporte, promovide pelos cilios, dos odcitos hiberados durante a ovulagio.
Infere-se ainda que, devido as alteragBes observadas nas células epiteliais resultantes da
formac¢io de vacuolos encontrados em abundéncia distribuidos por toda a célula, cisternas
do reticulo endoplasmatice dilatadas, mitocOndrias n8o preservadas €, a presenca de grande
namero de gotas lipidicas e lisosomos, relacionados com a degradagiio de organelas
celulares degeneradas, acredita-se que o alcool induza inicialmente morie celular diferente
da apoptose. No entanto, esse tipo de morte celular de mecanismo desconhecido e a
apoptose, definida com base em padrdes especificos de mudancas morfologicas de células
em processc de morte {Kerr et al,, 1972), nBo devem ser considerados como fenbmencs
mutuamente exclusivos. Mais do que isso refietem o alto grau de flexibilidade na resposta
das células 3s mudancas das condighes impostas pele meio, tanto fisioldgicas como
patologicas, no caso induzidas pelo édlcool. Conclui-se que devido as alteracBes
morfologicas e, conseqientemente, funcionais o processo reprodutive desses animais esteja

comprometido.
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Fig. 1. Fotomicrografias da regifio do Inf dos ratos controle, UChA e UChB. Barra=21lum.

A} Inf dos ratos controle: altura homogénea do epitélic (barra) a partir da lAmina
propria e nitida linha na superficie apical das CC {(cabega de seta} formado pelo
conjunto de corpisculos basais. Luz do epitélio (L), HE.

B) Inf dos ratos UChA: vaciolos {cabega de seia) e lacunas (seta) no interior do
epitélio. Luz do epitélio (L). HE.

C) Inf dos ratos UChB: coloragc heterogénea do epitélio, vaciolos {cabeca de
seta) e lacunas (seta) com contelido ou ndo em seu interior. Luz do epitélio (L).
HE.

D} Inf dos ratos controle: dobras longitudinais (asterisco) longas e ramificadas em
direc3o a luz (L}, AT,

E) Inf dos ratos UChA: menor quantidade de dobras (asterisco) em diregio a fuz
(L), comparada ao controle, lacunas {(cabega de seta) com contetido ou nfo em seu
intertor e células epiteliais {(barra) extravasando conteido para a luz (L). AT.

F) Inf dos ratos UChB: aspecto diafanizado do epitélio, dobras (asterisco) mais
escassas em dire¢iio a luz (L) e, nicleos mais condensados (seta espessa)
comparados aos grupos controle e UChA. AT.

G} Inf dos ratos controle: a reagio apresentou-se como pontos esporadicos pelo
citoplasma das células (seta delgada). Luz do epitélio (L). PAS,

H) Inf dos ratos UChA: reagfio acentuada e pontual na porgio infra-nuclear das
celulas (seta delgada). Luz do epitélio (L). PAS.

I) Inf dos ratos UChB: reagZo pontual na porgio supra-nuclear (seta delgada) mais
fraca comparada ao grupo UChA. Luz do epitélio (L). PAS.

J) Inf dos ratos controle: reag8o intensa na por¢io supra-nuclear (seta). Luz do
epitélio (1). FA.

K) Inf dos ratos UChA: reacfio imiensa na porgiio supra-nuclear (seta). Luz do
epitélio (L). FA.

L} Inf dos ratos UChB: retrag3o do tecido e reacio muito intensa desde a porgio
supra-nuclear até g extremidade apical (seta) e, extensiva ao tecido conjuntivo
subjacente ¢ camada muscular (asterisco). Luz do epitélio (1). FA.
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Fig, 2. Fotomicrografias da regifio das F dos ratos controle, UChA e UChB. Barra=21um.

A} F dos ratos controle: altura homogénea do epitélio {barra) a partir da ldmina
propria e nitida linha na superficie apical das CC (cabega de seta} formado pelo
conjunto de corpisculos basais. HE.

B) F dos ratos UChA: vactiolos {cabeca de seta) e lacunas (seta) com contendo ou
ndo em seu interior. HE.

() F dos ratos UChB: vachiolos {cabega de seta) e lacunas {seta) com conteido ou
ndo em seu interior. HE.

D) F dos ratos controle: grande gquantidade de dobras longitudinais {asterisco)
longas. AT.

E) F dos ratos UChA: menor quantidade e distribuigfo irregular de dobras
(asterisco) longitudinais e, nicleos mais condensados (seta) comparados ao
controle. AT,

F) F dos ratos UChB: aspecto diafanizado do epitélio, dobras (asterisco} mais
escassas comparadas aos grupos controle e UChA. AT,

G) F dos ratos controle: reagio pontual na porgiio mmfra-nuclear das CC (seta
delgada). PAS.

H) F dos ratos UChA: reagdo acentuada e pontual na porgio infra-nuclear das
células (seta delgada). PAS.

B) F dos ratos UChB: reagdo pontual na porco supra-nuclear (seta delgada) mais
fraca comparada ao grupo UChA. PAS,

J) F dos ratos controle: reagdo intensa na por¢do supra-nuclear (seta). FA.

K) F dos ratos UChA: aspecto de retragio do tecido e reagdo intensa ¢ pontual na
porgdo supra-nuclear (seta) FA.

L} ¥ dos ratos UChB: retragio do tecido e reagfio muito intensa na porgio supra-
nuclear, comparada aos grupos controle e UChA, e extensiva ao tecido comjuntivo
subjacente (asterisco). FA.
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Fig. 3. Eletromicrografia de transmissfo da regifo do Inf dos ratos controle e UChA,

A) Inf dos ratos controle: CC: cilios (Ci) inseridos em corpiisculos basais (seta) e

mitocdndrias na porgdo apical (asterisco). 7700X.

B) Inf dos ratos controle: CC: mitocdndrias na por¢io infra-nuclear (seta) e micleo

regular alongado (N). 13200X.

() Inf dos ratos UChA: célula secretora (CS) com microvilos escassos (cabeca de

seta) e nucleo regular alongado de células ciliadas (N). 4350X

D} Inf dos ratos UChA: CC: mitocondrias edemaciadas na porgdo apical da célula

{seta). 17000X.

E) Inf dos ratos UChA: CS: figuras mielinicas (seta}, vesiculas com contetido

elétron-denso {cabega de seta) e cisternas dilatadas {asterisco). 13200X.

F) Inf dos ratos UChA: CC: naclec regular alongado (N), mitocdndrias

edemaciadas (seta) e gotas lipidicas (asterisco). 7750X.
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Fig. 4. Eletromicrografia de transmisso da regifo do Inf dos ratos UChB.

A) CC: mitocOndrias edemaciadas (asterisco), membranas do aparelho de Golgi
preservadas (seta) e vesiculas pequenas (cabega de seta). 9750X.

B) CC: nicleo de célula morta (seta) na luz (L) do epitélio. 9750X.

C) CS: gotas lipidicas (seta delgada), mitocOndrias edemaciadas (cabega de seta),
corpo lamelar (seta espessa) e cisternas dilatadas (asterisco). 7700X.

D) Processo degenerativo de célula secretora (CS) com mitocdndrias edemaciadas
(cabega de seta) e perda de contetdo citoplasmatico (seta) para a luz (L) do
epitélio. 17000X.
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Fig. 5. Eletromicrografia de transmissio da regifio de Inf + F dos ratos controle e UChA.

A) Inf + F dos ratos controle: CC: mitocdndrias na porgdo apical (cabega de seta)
e nicleo regular alongado (N). 7700X.

B) Inf + F dos ratos controle: CC: mitocOndrias na porg¢io infra-nuclear (cabega
de seta) e niicleo regular alongado (N). 7700X.

C) Inf + F dos ratos UChA: CS: microvilos curtos ¢ escassos (cabega de seta),
cisternas dilatadas (asterisco) e micleos irregulares com chanfraduras (N). 7700X.
D) Inf + F dos ratos UChA: CS: lacuna (asterisco) entre células secretoras.
3300X.

E) Inf + F dos ratos UChA: CC: mitoc6ndrias preservadas (cabeca de seta) e gotas
lipidicas (seta). 13200X.

F) Inf + F dos ratos UChA: CC: figura mielinizada (seta), mitocdndrias
preservadas (asterisco) e gotas lipidicas (cabeca de seta). 22000X.
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Fig. 6. Eletromicrografia de transmissdo da regifio de Inf + F dos ratos UChB.

A) CC: mitocondrias edemaciadas (seta). 13200X.

B) CC: gotas lipidicas (seta) na por¢do infra-nuclear e nicleo irregular com
chanfraduras (N). 7700X.

C) CS: vacliolos (asterisco) e gotas lipidicas na porgdo supra-nuclear (seta).
7700X.

D) CS: grinulos de secrecfio escassos (seta). 7700X.



Abmeida-Francia, C.C.D. 49




Abmeida-Francia, C.C.D. 50

Fig. 7. Eletromicrografia de varredura das regides de Inf e F dos ratos controle, UChA e
UChB.

A) Inf dos ratos controle: altura homogénea do epitélio ({) a partir da ldmina
propria (LP) e predominio de CC (Ci). Barra=557um.

B) Inf (asterisco) abrindo-se (seta) em F (estrela) e sua relagiio com o ovario (ov.).
Barra=44um.

C) F dos ratos controle: CS escassas (cabeca de seta) e predominio de CC
(asterisco). Barra=196um.

D) Inf dos ratos UChA.: altura homogénea do epitélio ({). Barra=929um.

E) Inf dos ratos UChB: padrdo de distribuicdo dos cilios, formando o aspecto de
pélos escovados, e porgBes destituidas de cilios (asterisco). Barra=604pum. ,

F) Inf dos ratos UChB: grupos de cilios (asterisco) orientados em uma mesma
dire¢do. Barra=3726um.

G) Inf dos ratos UChB: gotas gigantes (seta) entre dobras do epitélio (asterisco).
Barra=344um.

H) F dos ratos UChA: gotas gigantes (seta) na 1dmina propria € luz do epitélio.
Barra=57%um.

I) F dos ratos UChA: cilios (estrela) e vaciolos (cabega de seta) distribuidos por
todo o citoplasma da célula. Barra=2317um.

J) F dos ratos UChB: Dobra longitudinal do epitélio evidenciando altura
homogeénea do epitélio ({) e aspecto de pélos escovados dos cilios (asterisco).
Barra=409um.

K) F dos ratos UChB: grupos de cilios (estrela) orientados em uma mesma
direcdo e presenga de vactiolos (cabeca de seta) no citoplasma das células.
Barra=1214um.

L) F dos ratos UChB: Presenca de vactiolos (cabega de seta) no citoplasma das
células e gota lipidica sobre o epitélio (seta). Barra=530um.
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Tabela 1. Média e desvio-padriic da drea do citoplasma (um® ) e da drea do micleo
(um®) das células secretoras (CS) e ciliadas (CC) da tuba uterina distal
(regides: infundibulo (Inf) e fimbrias (F)) dos grupes controle (C), UChA e

UChB
Regido
Grupo
up Inf(CS) Inf(CC) F(CC)
Area do citoolasma
C 1035,17+ 113,48b 1400,67+133,52b 1561 ,50+85 44b
A B C
UCha 785,87+ 73,59a 1088.67+58,13a 1088,33+146,30a
A B B
UChB 700,831+93,64a 1065,50+101,24a 1081 ,17+86,00a
A B B
Area do niicleo
C 498,50+ 39,78b 551,33+29.41b 629,33+32,34b
A B C
UChA 441,17+ 40,192 444 ,50+27 591 486,50+43,272
A A A
UChB 433,50 + 40,832 474.00+386,70a 503,50+32,22a
A A A

Médias precedidas da mesma letra nio diferem significativamente.
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Tabela 2. Média e desvio-padrio da altura (um) das células secretoras (CS) e ciliadas
(CC) da tuba uterina distal (regies: infundibulo (Inf) e fimbrias (F) dos
grupos controle (C), UChA e UChB

Grupo Regigo
Inf{CC) Inf{CS) F(CC)
c 105,33+ 8,52¢ 94,83+9,83b 99,67+3,45b
B A AB
UChA 74,17+ 4,363 69,00+4 942 77,17+86,24a
A A A
uchB 81,33+3,93b 71,67+4,50a 77,33+5,47a
B A AB

Médias precedidas da mesma letra nfo diferem significativamente.
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CICLO ESTRAL, HISTOLOGIA E ULTRA-ESTRUTURA DO EPITELIO DA
TUBA UTERINA PROXIMAL (Intramural, Istmo e Ampola) DA LINHAGEM DE
RATOS UChA E UChB - BEBEDORA VOLUNTARIA DE ETANOL
Almeida-Francia CCD, Farje LADF, Padovani CR, Pinheiro PFF, Martinez M, Segatelli
TM, Martinez FE

RESUMO

O presente trabalho analisou o ciclo estral ¢ as células epiteliais da tuba uterina
proximal (intramural - In, istmo - I ¢ ampola — A) da linhagem de ratos UChA e UChB,
bebedores voluntérios de etanol, divididos em 3 grupos: 1°) UChA de consumo voluntario
médio de 6,05 g/Kg/dia de etanol a 10%; 2°) UChB de consumo voluntario médio de 8,18
g/Kg/dia de etanol a 10% e 3°) ratas Wistar (controle). Durante 20 dias seguidos procedeu-
se a analise do ciclo estral através da coleta de esfregacos vaginais. Fémeas em estro foram
selecionadas para coleta e processamento dos Orgdos, empregando-se técnicas
microscopicas e morfométricas. Os grupos UChA e UChB apresentaram ciclo estral
irregular. A regido In dos ratos tratados apresentou vactiolos no citoplasma e cisternas
dilatadas, nucleos com formatos irregulares e gotas lipidicas. A regifio do I apresentou
alteracdo de elétron-densidade dos microvilos e distribuico irregular dos cilios, além das
caracteristicas citadas na regidio In. A regido da A apresentou aumento de corpos lamelares
e gotas lipidicas no citoplasma e na luz do epitélio. O processo degenerativo adquiriu
proporgdes crescentes do grupo UChA para o UChB. Os grupos tratados apresentaram
menores areas citoplasmaticas e nucleares comparadas ao controle. Conclui-se que o etanol
altera o ciclo estral e a estrutura das células epiteliais da regifo proximal da tuba uterina.
Infere-se que, devido as alteragBes, os processos de capacitagio e fertilizacdo estejam
comprometidos.

Palavras-chave: ciclo estral; estrutura; tuba uterina proximal; ratas UCh; etanol.

INTRODUCAO
O alcoolismo € o terceiro problema mais sério de Saide Publica Mundial, sendo

superado apenas pelas doengas cardiovasculares e pelo cincer. Segundo estudos clinicos, as
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mulheres alcodlicas crénicas fregiientemente apresentam irregularidades menstruais
(Wilsnack, 1973; Jones-Saumty e al, 1981; Mendelson & Mello, 1988; Becker ef al,
1989), infertilidade (Wilsnack ef al., 1984), abortos esponténeos (Kaufman, 1997; Wolfe ez
al., 2000; Kesmodel et al., 2002} e prejuizos ao desenvolvimento fetal durante a gravidez
(Green, 1974; Moskovic, 1975; Mulvihill ef al., 1976; Hanson ef al.,1976; Van Thiel ez al.,
1977, Hugues ef al., 1980; Harlap & Shiono, 1980; Vilimiki & Ylikahri, 1981; Halliday ef
al., 1982; Tal et al., 1985; Hamid ef al, 1987, Kaufman, 1997; Wolfe ef al., 2000;
Stromland & Pinazo-Duran, 2002). Esses resultados clinicos indicam que um modelo
animal de alcoolismo € necessario para avaliar os efeitos do élcool na funcio reprodutiva
feminina sob condi¢es controladas.

A tuba uterina € um 6rgéo longo e enovelado, cujo grau de enovelamento varia entre
as espécies. E estrutura vital e altamente especializada no processo reprodutivo das fémeas
e assume papéis importantes na reprodugdo animal. Portanto, as tubas uterinas sdo mais que
um simples conduto para o transporte do od6cito, dos espermatozoéides, do zigoto ou
embrido, do ovario para o utero. A tuba uterina, em seu estado funcional, é um 6rgéo ativo,
possibilitando o encontro dos gametas, mantendo e modulando o meio fluido dindmico
(Hafez, 1995; Abe, 1996; Lapointe & Bilodeau, 2003; Killian, 2004).

Os ratos da variedade UChA e UChB sdo importantes para o estudo de
caracteristicas Unicas ao alcoolismo humano. Denominou-se UChA e UChB as linhagens
de baixo e alto consumo de etanol, respectivamente (UCh = Universidade do Chile).
Mardones ef al. (1953) iniciaram os experimentos de cruzamentos consangiiineos entre
ratos de consumo baixo e alto de alcool. As variedades constituem modelos raros para os
trabalhos relacionados aos fatores genéticos, bioquimicos, fisiologicos, nutricionais €
farmacologicos dos efeitos do alcool, td0 bem quanto a apetite e a tolerdncia que sdo
importantes fatores do alcoolismo humano.

Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivos analisar as alteragdes do ciclo
estral ¢ da estrutura das células epiteliais da tuba uterina proximal (Intramural, Istmo e
Ampola) da linhagem de ratos UChA e UChB, bebedores voluntarios de etanol,
contribuindo para o entendimento das consegiiéncias do abuso do alcool na morfofisiologia

do sistema genital feminino.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 112 ratas (Rattus norvegicus albinus), adultas (4 meses), com peso
médio de 280g, cujas matrizes foram importadas do biotério do Departamento de
Farmacologia e Bioquimica da Faculdade de Medicina da Universidade do Chile. Os
animais constituiram 3 grupos: 1°) ratas UChA de consumo voluntirio de etanol 2 10%
(agua + etanol) e consumo médio de etanol de 6,046g/Kg/dia, 2% ratas UChB de consumo
voluntario de etanol a 10% e consumo médio de etanol de 8,177g/Kg/dia e 3°) ratas Wistar
de consumo voluntario de 4gua utilizadas como controle, cedidas pelo Biotério Central do
Campus de Botucatu/UNESP. As fémeas tratadas receberam etanol durante 55 a 65 dias.
Todos os animais receberam dieta solida constituida de ragio Nuvital e o protocolo
experimental seguiu os principios éticos de pesquisa animal adotados pelo Colégio

Brasileiro de Experimenta¢io Animal.
I: Avaliacdo do Ciclo Estral

Foram utilizados 30 animais (10 de cada grupo) mantidos sob condicdes ideais de
temperatura (aproximadamente 21°C) e luminosidade (12h de luz e 12h de escuro) € em
caixas isoladas. Durante 20 dias seguidos foram coletados esfregacos vaginais através da
utilizacgo de cotonete umedecido em solugdo fisiologica que foi introduzido na vagina das
fémeas, sofrendo leve rotagio. Em seguida, o material aderido ao cotonete foi espalhado
sobre ldmina histologica limpa e previamente identificada com o mimero do animal.
Procedeu-se a fixagdo do esfregaco com mistura de alcool-éter (1:1) e coloragdo com
Hematoxilina ¢ Eosina (HE). As ldminas foram analisadas e fotografadas em

fotomicroscopio Olympus BH-2 do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP.

II: Microscopia de Luz (MLuz)

A) Historesina

Foram sacrificadas no estro, apos saturagfio anestésica com éter etilico, 21 fémeas (7
de cada grupo). As tubas uterinas, sem separar dos ovéarios direitos, foram dissecadas sob

microscopio cirargico D. F. Vasconcelos e fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampéo
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fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 6h. Os 6rgios foram acondicionados em alcool 70% na
geladeira, por 48h. A desidratacio foi realizada em alcool 95% durante 4h e a infiltragio
em resina plastica “Historesin” (Reichert — Jung/Embedding Kit — Alemanha) mais élcool
durante 4h. Os 6rgdos foram imersos em resina pura por 12h. As amostras de tecido foram
incluidas e transportadas para histomoldes etiquetados (histomold - LKB — Alemanha),
contendo mescla de inclusfo (liquido de infiltracdo + endurecedor). Os histomoldes foram
colocados em estufa a 60°C durante 3h. Os blocos do material incluido foram cortados com
Sum de espessura em micrétomo LEICA 2145, Os cortes foram corados com HE, azul de
toluidina (AT) e acido periddico de Schiff (PAS). As laminas foram analisadas €
fotografadas em fotomicroscépio digital Axiophot Il Zeiss do Departamento de Anatomia
do IBB/UNESP.

B) Fosfatase Acida (FA)

As tubas uterinas, sem separar dos ovarios e extremidades craniais dos cornos
uterinos esquerdos, foram coletadas e dissecadas. O material foi coberto com talco para a
preservacdo do tecido e congelado em nitrogénio liquido. Os oOrgfos reprodutores
congelados foram transferidos para cdmara de criostato LEICA CMI1800 Cryostat
(Alemanha) a —20°C e mantidos durante 15 a 20min. Os orgdos foram colados pela
extremidade cranial do corne uterino em suporte metalico, utilizando-se adesivo especial:
“Tissue-Tek” (OCT — Optimal Critical Temperature). Os ovarios e tubas uterinas foram
seccionados com Sum de espessura. Os cortes foram submetidos as solucdes de
pararosanilina hidroclorada e nitrito de sodio a 4% e misturados com 5mg de naphtol AS —
B1 (dissolvido em 0,5ml de n-n-dimetilformamida), 2,5ml de tampdo veronal acetato e
6,5ml de 4gua destilada. O pH foi ajustado para 5,0 e os cortes foram incubados a 37°C por
60min, lavados em 4gua destilada e contrastados com metil verde. Finalmente, os cortes
foram lavados em &4gua destilada, desidratados em alcool absoluto e montados no meio
sintético (Burnstone, 1958; modificado por Barka, 1960). As laminas foram analisadas e
fotografadas em fotomicroscépio digital Axiophot II Zeiss do Departamento de Anatomia
do IBB/UNESP.

II: Microscopia Eletronica de Transmissio (MET)
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21 animais (7 de cada grupo) foram sacrificados em estro ap6s saturacio anestésica
com éter etilico. As tubas uterinas e os ovarios direitos foram fragmentados e imersos em
glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,IM, pH 7,3, durante 6h. Em seguida, foram pos-
fixados em Tetroxido de Osmio 1% em tamp&o fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 2h no escuro.
Um terceiro fixador, acetato de Uranila 0,5% em 4gua com sacarose 13,3% foi usado por
2h. Posteriormente, foi realizada desidratagGo do material em série crescente de acetona (50
até 100%). Os fragmentos foram incluidos em resina (Araldite® 506). Os blocos foram
trimados e os cortes de 0,5um de espessura (semi-finos) obtidos no ultramicrétomo LBK
BROMA 8800 ULTRATOME com navalha de vidro. Os cortes foram corados com azul de
metileno e azur II (1:1), analisados em microscopio de luz e selecionadas 4reas especificas
para MET. Os blocos foram retrimados, seccionados com 60 a 80nm de espessura no
ultramicrétomo LBK BROMA 8800 ULTRATOME. Os cortes foram contrastados com
acetato de uranila (Watson, 1958) e citrato de chumbo (Reynolds, 1963), analisados e
fotografados no MET PHILLIPS EM 301 do Centro de Microscopia Eletronica do
IBB/UNESP ¢ LEO 900 ZEISS do Laboratérioc de Microscopia Eletrdnica do
Departamento de Patologia da FMB/UNESP.

IV: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As tubas uterinas, sem separar dos ovarios esquerdos dos animais utilizados para
MET, foram coletadas. Foram fragmentados em aproximadamente 1,0 mm de largura,
imersos em glutaraldeido 2,5% em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,3, durante 2h. Os
fragmentos foram desidratados em séries crescentes de solugBes de lcool (70% a 100%),
levados para secar em PONTO CRITICO BALZERS UNION, montados em base metalica
¢ levados ao metalizador MED 010 BALZERS UNION, onde foram recobertos com ouro.
As amostras foram analisadas e fotografadas no MEV SEM-515 do Centro de Microscopia
Eletronica do IBB/UNESP.

V: Morfometria da Tuba Uterina
As tubas uterinas de 6 animais dos 3 grupos de estudo, utilizadas na preparacio de

ldminas histolégicas para microscopia de luz e coradas com HE, foram utilizadas nas
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analises morfométricas. Foram mensuradas as é4reas nucleares, citoplasmaticas, totais
(citoplasma + nucleo) e altura das células epiteliais da tuba uterina. Utilizou-se para
mensuragdo das variaveis descritas o Sistema de Anélise de Imagens Computadorizado KS-
300 (Zeiss) do Departamento de Anatomia do IBB/UNESP. A estatistica das varidveis
descritas foi realizada através da técnica da analise de varifncia multivariada dos perfis
médios dos grupos (Johnson & Wichern, 1998) em experimentos inteiramente casualizados.
A técnica de analise foi complementada com o teste de comparagSes multiplas de Tukey
para contraste entre médias dos grupos. Os resultados foram apresentados em tabelas e,
todas as conclusdes estatisticas foram realizadas em nivel de 5% de significdncia. Detalhes
a respeito da metodologia empregada podem ser encontrados em Banzatto & Kronka
(1989).

VI: Dosagem de Hormonios
O sangue de 40 animais em estro foi coletado através da decapitaciio. As amostras

foram enviadas aos Laboratorios de Reprodugio da FMVZB/UNESP e da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto - USP. As dosagens plasméticas de estradiol, progesterona,
FSH e LH foram realizadas através da técnica de radioimunoensaio de duplo-anticorpo. Foi
utilizada a técnica da analise de varidncia ndo-paramétrica (Kruskal-Wallis) para o modelo

com uma fonte de variagdo (Norman & Streiner, 1994).

RESULTADOS

I: Avaliacdo do Ciclo Estral
O rato apresenta ciclo estral poliéstrico (o ciclo estral termina num periodo de
diestro que emerge como o proestro no ciclo estral seguinte) com quatro fases distintas

(Esquema 1 e Figs. 1,2 ¢ 3):
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Esquema 1. Fases do ciclo estral do rato.

CICLO ESTRAL DO RATO

Proestro (P): predominam células epiteliais e células queratinizadas em menor namero;

Estro (E): predominam células queratinizadas (cornificadas) em grupos e auséncia de

leucécitos e muco;
Metaestro (M): predominam leucécitos e células queratinizadas, e infiltracdo de células
epiteliais;

Diestro (D): predominam muco, leucocitos e células epiteliais.



Almeida-Francia, C.CD. 62

Fig. 1. Fotomicrografia em esfregacos vaginais, corados com HE, das diferentes fases do
ciclo estral dos ratos do grupo controle, avaliadas durante 20 dias consecutivos.

A) Proestro. Predominio de células epiteliais (asterisco). 860X.
B) Estro. Células queratinizadas (cabega de seta). 800X.

C) Metaestro. Células queratinizadas, leucocitos (estrela) e células epiteliais.
1000X.

D) Diestro. Leucécitos (estrela) e células epiteliais. 853X
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Fig. 2. Fotomicrografia em esfregagos vaginais, corados com HE, das diferentes fases do
ciclo estral dos ratos UChA, avaliadas durante 20 dias consecutivos.

A) Proestro. Predominio de células epiteliais (asterisco). 873X.
B) Estro. Células queratinizadas (cabega de seta). 900X

C) Metaestro. Células queratinizadas e leuccitos (estrela). 833X.
D) Diestre. Leuctcitos (estrela) e células epiteliais. 1000X.
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Fig. 3. Fotomicrografia em esfregacos vaginais, corados com HE, das diferentes fases do
ciclo estral dos ratos UChB, avaliadas durante 20 dias consecutivos.

A) Proestro. Predominio de células epiteliais (asterisco). 920X,
B) Estro. Células queratinizadas (cabeca de seta). 818X.

C) Metaestro. Células queratinizadas (cabeca de seta), leucocitos (estrela) e
celulas epiteliais (asterisco). 733X

D) Diestro. Leucocitos (estrela) e células epiteliais (asterisco). 850X
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Tab. 1. Medidas descritivas do ntimero de ciclos e resultado do teste de comparaggo de

grupos.
Medida Grupo Resultado do
descritiva teste estatistico
Controle UChA UChB
N? de animais 9 10 10
Valor minimo 4,00 3,50 2,25
1°. Quartil 4,00 4,25 3,50
Mediana 5,00 5,00 4,25
3°. Quartil 5,00 5,75 5,25 2,18(P>0,05)
Valor maximo 5,50 7,00 6,00
Média 4,81 5,00 4,30
Desvio Padrio 0,45 1,04 1,20
20 dias = 480 horas
Meédia de ciclos Tempo médio de um | Tempo médio da fase
ciclo
C 4,81 99h47min32seg 24h3min20seg
UChA 5,00 96h00min00seg 24h0min0seg
UChB 4,30 111h37min4d 1seg 27h3min20seg

Fig. 4. Grafico da distribuigio de freqiiéncias dos ciclos segundo grupo de estudo.
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Constatou-se abundéncia dos tipos celulares para as respectivas fases (Proestro,
Estro, Metaestro, Diestro) no grupo controle comparado ac UChA e UChB. O nimero de
ciclos, segundo grupo de estudo, ndo diferiu estatisticamente, embora o tempo de
permanéncia em cada fase do ciclo tenha variado, indicando que a duraco de uma mesma
fase foi diferente de acordo com o grupo analisado. Os grupos UChA e UChB apresentaram
coeficiente de variagdo maior, portanto maior variabilidade. Apesar dos animais dos grupos
UChA e UChB demonstrarem ciclo estral irregular (estros prolongados), a morfologia dos

tipos celulares no diferiu do grupo controle.

II: Microscopia de Luz (MLuz)
O epitélio da tuba uterina do rato € formado por dois tipos de células: secretora (CS)
e ciliada (CC).

A regifio intramural (In) dos ratos do grupo controle apresentou-se com dobras
longitudinais curtas e retilineas em direcio a luz (Fig. SD). O epitélio apresentou
homogeneidade em altura (Fig. SA). Os nicleos apresentaram-se com nucléolos evidentes
(Fig. SG) e as coloragdes HE (Fig. SA) ¢ AT (Fig. 5D) apresentaram-se homogéneas. A
reacdo ao PAS apresentou-se t€nue na extremidade apical (nos microvilos) das CS e
discreta no citoplasma (Fig. 5G). A reacdo a FA foi intensa na por¢io supra-nuclear
(formando uma faixa), mas ndo atingindo as extremidades apicais das células (Fig. 5J).

A regido In dos ratos UChA apresentou dobras epiteliais disformes em direg3o a luz
e coloragdo mais intensa comparada ao grupo controle (AT)(Fig. SE). O epitélio apresentou
heterogeneidade em altura devido a formag3io de lacunas em seu interior (Fig. SE).
Também foram observados vaciiolos distribuidos pelo citoplasma das células (Fig. 5B). De
maneira geral, os nucleos apresentaram-se mais condensados comparados ao controle (Fig.
5B,E e H). A reacfio ao PAS foi similar ao controle para a mesma regido (Fig. SH). O
grupo UChA apresentou, em criomicrotomia, o aspecto de retragdo do tecido e a reagdo a
FA na porgdo supra-nuclear apresentou-se ndo tdo delimitada comparada ao controle,
porém restrita ao epitélio (Fig. SK).

A regifo In dos ratos UChB apresentou dobras epiteliais muito disformes e

coloragdo heterogénea (resposta diferente do epitélio ao HE) (Fig. 5C). O epitélio
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apresentou-se heterogéneo em altura devido as lacunas maiores € em maior nimero (Fig.
SC e F). Os micleos apresentaram-se mais condensados (Fig. SC,F e 1), comparados ao
controle, e alterados (Fig. 5C). Em AT (Fig. 5F), o epitélio apresentou aspecto diafanizado
(colorag8io mais fraca). A reagdo ao PAS apresentou-se acentuada na extremidade apical
das CS comparada aos grupos UChA e controle (Fig. 5I). A reaciio a FA desde a porgéo
supra-nuclear até a extremidade apical foi muito intensa, assim como no tecido conjuntivo
subjacente € na camada muscular (Fig. 5L).

A regido do istmo (I) dos ratos do grupo controle apresentou dobras longitudinais
salientes em diregdo 4 luz (Fig. 6D). O epitélio apresentou heterogeneidade em altura: CS
altas no apice das dobras e CC baixas na base das criptas (Fig. 6A). Os nucleos
apresentaram-se com nucleolos evidentes e as coloragdes HE (Fig. 6A) e AT (Fig. 6D)
apresentaram-se homogéneas. A reagdo ao PAS apresentou-se acentuada na porcdo apical,
com destaque aos microvilos, comparada 3 regifio In do mesmo grupo (Fig. 6G). A reagio a
FA foi similar & regifio In do controle (Fig. 6J).

A regido do I dos ratos UChA apresentou heterogeneidade em altura (Fig. 6B),
sendo que as CC apresentaram-se mais baixas comparadas ao controle. O epitélio
apresentou lacunas em seu interior (Fig. 6E). Os mniicleos apresentaram-se mais
condensados comparados ao controle e a coloracio HE (Fig. 6B) apresentou-se
heterogénea. A reagdo ao PAS foi mais extensa (desde a porgdo supra-nuclear até a
extremidade apical, com destaque aos longos microvilos) e intensa comparada a regido do I
do controle (Fig. 6H). O tecido apresentou aspecto de retraciio e a reacdo a FA na porcio
supra-nuclear apresentou-se mais difusa comparada ao controle e restrita ao epitélio (Fig.
6k).

A regido do I dos ratos UChB apresentou heterogeneidade em altura (Fig. 6F). CC
baixas como as do grupo UChA. lacunas no interior do epitélio e vaciolos distribuidos por
toda a célula (Fig. 6C). Os nucleos apresentaram-se mais condensados comparados ao
controle e as coloragdes HE (Fig. 6C) ¢ AT (Fig. 6F) apresentaram-se heterogéneas. A
reagdo ao PAS foi mais intensa e extensa (atingiu uma 4rea maior) comparada a regido do I

do grupo UChA (Fig. 6I). A reagio & FA na porgiio supra-nuclear foi mais intensa
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comparada ao grupo UChA e estendeu-se ao tecido conjuntivo subjacente e camada
muscular (Fig. 6L).

A regido da ampola (A) dos ratos do grupo controle apresentou dobras longitudinais
longas projetadas na luz, limitando-a (Fig. 7D). O epitélio apresentou homogeneidade em
altura a partir da l&mina propria (Fig. 7A). Os niicleos apresentaram-se com nucléolos
evidentes e as coloragdes HE (Fig. 7A) e AT (Fig. 7D) apresentaram-se homogéneas. A
reagdo ao PAS apresentou-se ténue na extremidade apical das células (CC e CS) e
acentuada no citoplasma, principalmente na por¢io supra-nuclear, comparada a regido In
do mesmo grupo (Fig. 7G). A reacdo & FA foi estritamente supra-nuclear ¢ pontual (Fig.
73).

A regifio da A dos ratos UChA apresentou menor quantidade de dobras em diregfio a
luz, comparada ao controle, amplificando-a (Fig. 7B). O epitélio apresentou lacunas e
vacuolos (Fig. 7E). Os nicleos apresentaram-se mais condensados comparados ao controle
e as coloragGes HE (Fig. 7B) ¢ AT (Fig. 7E) apresentaram-se heterogéneas. Também foram
observados na luz do epitélio varios odcitos (Fig. 7B). A reagio ao PAS apresentou-se
ténue na extremidade apical e discreta no citoplasma das células (Fig. 7H). O tecido
apresentou aspecto de retragdo e a reacio a FA na porgio supra-nuclear foi mais
homogénea (menos pontual) comparada ao controle para a mesma regifio (Fig. 7K).

A regido da A dos ratos UChB apresentou heterogeneidade em altura do epitélio
devido as lacunas maiores € em maior nimero comparadas ao grupo UChA (Fig. 7F).
Algumas lacunas apresentaram conteudo em seu interior (Fig. 7F). Também foram
observados vactiolos distribuidos pelo citoplasma das células (Fig. 7C). Os niicleos
apresentaram-se mais condensados comparados ao controle ¢ as coloragdes HE (Fig. 7C) e
AT (Fig. 7F) apresentaram-se heterogéneas, sendo que em AT, o epitélio apresentou
aspecto diafanizado (Fig. 7F). Em relagdo ao grupo UChA, observou-se aumento no
numero de odcitos na luz. A reacdo ao PAS apresentou-se intensa na extremidade apical,
comparada aos grupos UChA e controle, e discreta no citoplasma das células (Fig. 7I). O
tecido apresentou aspecto de retracdo e a reacdo 3 FA na por¢io supra-nuclear foi mais
intensa comparada aos grupos UChA e controle e extensiva em pontos do tecido conjuntivo

subjacente e camada muscular (Fig. 7L).
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Fig. S. Fotomicrografias da regifo In dos ratos controle, UChA e UChB. Barra=21 pm.

A) In dos ratos controle: altura homogénea do epitélio (barra). Luz do epitélio (L).
HE.

B) In dos ratos UChA: altura heterogénea do epitélio (barra) e vactiolos (cabeca
de seta). Luz do epitélio (L). HE.

C) In dos ratos UChB: altura (barra) e coloragio heterogéneas do epitélio.
Nicleos alterados (seta). Luz do epitélio (L). HE.

D) In dos ratos controle: dobras longitudinais (asterisco) curtas e retilineas em
direcdo a luz (L). AT.

E) In dos ratos UChA: dobras epiteliais disformes em direcdo a luz (L) e lacunas
(seta) no interior do epitélio. AT.

F) In dos ratos UChB: aspecto diafanizado do epitélio e lacunas (seta) no epitélio.
Luz do epitélio (L). AT.

G) In dos ratos controle: rea¢io ténue na extremidade apical das CS (seta delgada)
e nucléolos evidentes (seta espessa). Luz do epitélio (L). PAS.

H) In dos ratos UChA: reagio ténue na extremidade apical das CS (seta delgada) e
vacuolos (cabega de seta) na porgiio infra-nuclear. Luz do epitélio (L). PAS.

I) In dos ratos UChB: reagdo acentuada na extremidade apical das CS (seta
delgada). Luz do epitélio (L). PAS.

J) In dos ratos controle: reagdo intensa na porgio supra-nuclear (seta) formando
uma faixa. Luz do epitélio (L). FA.

K) In dos ratos UChA: aspecto de retragdo do tecido e reacio nfio tio delimitada
(seta) na porgdo supra-nuclear comparada 2o controle. Luz do epitélio (L). FA.

L) In dos ratos UChB: retracio do tecido e reagiio muito intensa desde a por¢io
supra-nuclear até a extremidade apical (seta) e, extensiva ao tecido conjuntivo
subjacente e camada muscular (asterisco). Luz do epitélio (L). FA.
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Fig. 6. Fotomicrografias da regifio de I dos ratos controle, UChA e UCHB. Barra=21pm.

A) I dos ratos controle: altura heterogénea do epitélio (barra). Luz do epitélio (L).
HE.

B) I dos ratos UChA: altura heterogénea do epitélio (barra) com CC (na base das
criptas) mais baixas comparadas ao controle. Luz do epitélio (L). HE.

C) I dos ratos UChB: coloragio heterogénea do epitélio, lacunas (seta) e vactolos
(cabega de seta). Luz do epitélio (L). HE.

D) I dos ratos controle: dobras longitudinais (asterisco) salientes em direcdio a luz
(L). AT.

E) I dos ratos UChA: lacunas (seta) no interior do epitélio. Luz do epitélio (L).
AT.

F) I dos ratos UChB: aspecto diafanizado e altura heterogénea do epitélio. Luz do
epitélio (L). AT.

G) I dos ratos controle: reagdo acentuada na porgdo apical (seta delgada) com
destaque aos microvilos. Luz do epitélio (L). PAS.

H) I dos ratos UChA: reagfio mais extensa e intensa (seta delgada) comparada ao
controle. Luz do epitélio (L). PAS.

I) I dos ratos UChB: reagdo mais intensa (seta delgada) comparada ao grupo
UChA. Luz do epitélio (L). PAS.

J) I dos ratos controle: reagfo intensa na porgio supra-nuclear (seta). Luz do
epitélio (L). FA.

K) I dos ratos UChA: aspecto de retracio do tecido e reagdo mais difusa (seta) na
por¢do supra-nuclear comparada ao controle. Luz do epitélio (L). FA.

L) I dos ratos UChB: retragdo do tecido e reacio mais intensa (seta) comparada ao
grupo UChA e, extensiva ao tecido conjuntivo subjacente e camada muscular
(asterisco). Luz do epitélio (L). FA.
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Fig. 7. Fotomicrografias da regifio da A dos ratos controle, UChA e UChB.

A) A dos ratos controle: altura homogénea do epitélio (barra) a partir da l4mina
propria. Luz do epitélio (L). HE. Barra=21pm.

B) A dos ratos UChA: menor quantidade de dobras (asterisco) em direcdo a luz
(L), comparada ao controle, € presenga de o6citos (seta). HE. Barra=10 pm.

C) A dos ratos UChB: coloragio heterogénea do epitélio, vactolos (cabeca de
seta) e odcito (seta) na luz (L). HE. Barra=21pm.

D) A dos ratos controle: dobras longitudinais (asterisco) longas projetadas na luz
(L). AT. Barra=21pum.

E) A dos ratos UChA: vactiolos (cabega de seta) e lacunas (seta) no epitélio. Luz
do epitélio (L). AT. Barra=21um.

F) A dos ratos UChB: aspecto diafanizado, lacunas com contetido (cabeca de seta)
ou ndo (seta) em seu interior e altura heterogénea do epitélio (barra). Luz do
epitélio (). AT. Barra=21um.

G) A dos ratos controle: reagdio ténue na extremidade apical (asterisco) e
acentuada no citoplasma (seta delgada). Luz do epitélio (L). PAS. Barra=21 pm.
H) A dos ratos UChA: reagfio ténue na extremidade apical (seta delgada) e
discreta no citoplasma das células. Luz do epitélio (L). PAS. Barra=21 pm.

I) A dos ratos UChB: reagdo intensa na extremidade apical (seta delgada)
comparada aos grupos controle e UChA. Luz do epitélio (L). PAS. Barra=21um.
J) A dos ratos controle: reagiio supra-nuclear e pontual (seta). Luz do epitélio o).
FA. Barra=21um.

K) A dos ratos UChA: aspecto de retragio do tecido e reagdio mais homogénea
(seta) comparada ao controle. Luz do epitélio (L). FA. Barra=21pm.

L) A dos ratos UChB: retragio do tecido e reagiio mais intensa (seta) comparada
aos grupos controle e UChA e, extensiva ao tecido conjuntivo subjacente e
camada muscular (asterisco). Luz do epitélio (L). FA. Barra=21um.
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IIT: Microscopia Eletrénica de Transmissio (MET)

O epitélio da mucosa da porgio In do grupo controle apresentou CS com grande
quantidade de microvilos curtos (Fig. 8A), nicleo com formato regular alongado (Fig. 8B),
mitocOndrias e grinulos de secre¢do pequenos e elétron-densos (Fig. 8A). CC raramente
foram observadas nesse segmento.

O epitélio da regifio In dos ratos UChA apresentou células contendo microvilos
delgados e escassos em sua superficie (Fig. 8C). O citoplasma das CS apresentou intimeros
vaciolos e cisternas (como a do reticulo endoplasmatico rugoso e aparelho de Golgi)
dilatadas (Fig. 8D), dando ao epitélio o aspecto de vacuolizacio e perda de identidade,
comparado ao grupo controle. Os micleos possuiam forma irregular, com inumeras
lobacdes (Fig. 8C) e, devido ao plano de corte, pareciam apresentar conteido em seu
interior (Fig. 8E). Gotas lipidicas foram observadas entre as chanfraduras do nicleo (Fig.
8F). Mitocondrias preservadas foram observadas pelo citoplasma de toda a célula (Fig.
8D,E). Granulos de secrego foram observados com pouca freqiiéncia.

A regido In dos ratos UChB apresentou microvilos delgados elétron-densos (Fig.
9A). Inameros vacuolos gigantes foram observados no citoplasma desde a regifio basal até a
apical (Fig. 9B,C), conferindo ao epitélio o aspecto de vacuolizagio mais intenso,
comparado aos ratos UChA, levando a perda da identidade. Os niicleos possuiam forma
irregular, com lobagGes e contetido diferente ao nuclear em seu interior (Fig. 9D). Gotas
lipidicas maiores que as do grupo UChA foram observadas (Fig. 9C,D). Mitocdndrias
edemaciadas e pouco preservadas foram observadas pelo citoplasma de toda a célula (Fig.
9A). Grénulos de secregdo foram observados com pouca freqiiéncia.

O epitélio da mucosa do istmo I do grupo controle apresentou predominio de CS
sobre CC. Os niicleos apresentaram-se alongados e com nucléolos evidentes (Fig. 10B).
Inameros granulos de secregdo elétron-densos foram observados, principalmente, na por¢io
apical das células (Fig. 10A). Observou-se variavel quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso e mitocdndrias (Fig. 10A).

Na regidio do I dos ratos UChA, as CS estiveram recobertas por microvilos longos,
os estereocilios, mais delgados e elétron-densos (Fig. 10C), comparados aos do grupo

controle (Fig. 10A). Algumas células apresentaram nicleos com formato regular alongado
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(Fig. 10D), enquanto outras exibiram formato irregular (Fig. 10E). Gotas lipidicas foram
observadas na por¢io infra-nuclear das células (Fig. 10D). Também foram observados pelo
citoplasma de toda a célula vacliolos e cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso
dilatadas (Fig. 10D,E). Mitocondrias pouco preservadas estiveram presentes por todo o
citoplasma da célula (Fig. 10D). Granulos de secre¢do variando de moderadamente elétron-
densos a elétron-densos foram observados na por¢do apical das CS (Fig. 10C) e vesiculas
contendo granulos de secregdo elétron-densos distribuidas pela por¢io supra-nuclear. Nesse
segmento foram observadas poucas CC baixas, com cilios e corpusculos basais escassos
(Fig. 10F).

O epitélio da regido do I dos ratos UChB apresentou CS altas no apice das dobras e
CC baixas na base das criptas (Fig. 11A). As CS apresentaram estereocilios elétron-densos
(Fig. 11B). O nucleo apresentou-se com formato irregular e inumeras chanfraduras (Fig.
11C). Corpos lamelares foram observados por toda a célula (Fig. 11D). Mitocdndrias
pouco preservadas foram observadas no citoplasma das CS (Fig. 11E) e, principalmente, na
porgdo apical das CC (Fig. 11F). Corpos multivesiculados e vesiculas pequenas foram
observados, principalmente, na por¢do apical da CS (Fig. 11D). Também foram observados
granulos de secregdo moderadamente elétron-densos (Fig. 12A) e vesiculas maiores
contendo grinulos de secregdo elétron-densos (Fig. 11E). Alguns granulos de secrecio
moderadamente elétron-densos e elétron-densos apresentaram elétron-densidade alterada e
estiveram distribuidos pela por¢io apical das CS (Fig. 12B). As cisternas do reticulo
endoplasmatico rugoso € do aparelho de Golgi apresentaram-se dilatadas (Fig. 11E). Os
cilios das CC apresentaram-se escassos e com distribui¢go irregular (Fig. 11F).

O epitélio da mucosa da A do grupo controle apresentou CS densamente
preenchidas por microvilos delgados (Fig. 12C) e pequenos granulos de secrecio elétron-
densos localizados, preferencialmente, na porgio apical (Fig. 12D). As CC apresentaram
concentragdes de mitocondrias em sua porcdo apical. Os micleos das células ciliadas no
diferiram daqueles das secretoras, apresentando-se alongados e com nucléolos evidentes.

O epitélio da regifio da A dos ratos UChA apresentou CS e CC. Os microvilos das
células secretoras apresentaram-se mais elétron-densos (Fig. 12E,F) do que os do grupo

controle. Em algumas porgSes apresentaram-se curtos € €scassos €, em outras, densamente
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agrupados e “colabados” (Fig. 12E,F). Os niicleos apresentaram-se com formato regular
alongado, embora chanfraduras pudessem ser observadas (Fig. 13A,B). Vacuolos
distribuidos por toda a célula e cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso dilatadas (Fig.
13A,B), além de gotas lipidicas localizadas principalmente na por¢do infra-nuclear (Fig.
13B). Observou-se também, grau de elétron-densidade variavel entre as CS (Fig. 13A).
Alguns grinulos de secre¢iio (moderadamente elétron-densos e elétron-densos) foram
observados na por¢iio apical das células (Fig. 12E). Tanto as CS quanto as CC
apresentaram mitocOndrias ndo preservadas.

A regido da A dos ratos UChB apresentou CS com microvilos delgados ¢ CC
intercaladas (Fig. 13C). Os nicleos apresentaram maior quantidade de chanfraduras
comparados ao grupo UChA (Fig. 13C,D). Intimeras mitocdndrias nio preservadas e
edemaciadas estiveram presentes (Fig. 13D,E). Maior quantidade de gotas lipidicas de
tamanhos diferentes foram observadas tanto nas porgdes supra (Fig. 13F) e infra-nucleares
(Fig. 13C), assim como inimeros vactiolos e cisternas dilatadas (Fig. 13C,E) comparados
ao grupo UChA. Variavel diferenca de elétron-densidade entre as CS, além da presenca de
corpos lamelares (Fig. 13E) e pequenos granulos de secrecdo localizados na porcdo apical
das células. Os miicleos das células ciliadas apresentaram formato regular alongado, mas
inumeras mitocOndrias ndo preservadas e edemaciadas estiveram presentes na porcdo apical
(Fig. 13D,F).
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Fig. 8. Eletromicrografia de transmissdo da regifio In dos ratos controle e UChA.

A) In dos ratos controle: CS: microvilos (Mi) e granulos de secrecido elétron-
densos (asterisco). 3740X.

B) In dos ratos controle: CS: nucleo regular alongado (N). 13200X.

C) In dos ratos UChA: CS: microvilos delgados (Mi), nacleo com lobagdes (N),
vacuolos e cisternas do RER dilatadas (asterisco). 3300X.

D) In dos ratos UChA: CS: vacuolos e cisternas dilatadas (asterisco) e
mitocdndrias preservadas (cabega de seta). 4840X.

E) In dos ratos UChA: CS: nicleo com contetido em seu interior diferente ao
nuclear (N) e mitocondrias preservadas (cabeca de seta). 7700X.

F) In dos ratos UChA: CS: gotas lipidicas entre as chanfraduras do niicleo
(asterisco). 13200X.
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Fig. 9. Regido In dos ratos UChB.

A) CS: microvilos delgados elétron-densos (seta) e mitocondrias edemaciadas
(cabeca de seta). 17000X.

B) CS: intensa vacuolizac8o do citoplasma (asterisco). 9750X.

C) CS: cisternas do RER dilatadas (asterisco) e grupo de gotas lipidicas (cabeca
de seta). 17000X.

D) CS: nicleo com conteido em seu interior diferente ao nuclear (N) e gota
lipidica (seta). 13200X.
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Fig. 10. Regido de I dos ratos controle e UChA.

A) I dos ratos controle: CS: grinulos de secre¢do elétron-densos (seta), reticulo
endoplasmatico rugoso (cabeca de seta) e mitocdndrias (asterisco). 7700X.

B) 1 dos ratos controle: CS: niicleo alongado com nucléolo evidente (seta).
13200X.

C) I dos ratos UChA: CS: alta elétron-densidade dos microvilos (seta) e granulos
de secregdo moderadamente elétron-densos (asterisco). 13200X.

D) I dos ratos UChA: CS: porgo infra-nuclear com niicleo regular alongado (N),
cisternas do RER dilatadas (cabeca de seta), mitocdndrias pouco preservadas
(seta) e gotas lipidicas (asterisco). 13200X.

E) I dos ratos UChA: CC: ntcleo irregular com chanfraduras (N) e cisternas
dilatadas (seta). 13200X.

F) I dos ratos UChA: CC: cilios (seta) e corpusculos basais (cabega de seta)
escassos. 13200X.
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Fig. 11. Regido de I dos ratos UChB.

A) Altura heterogénea do epitélio: células secretoras (CS) altas e ciliadas (CC)
baixas. 2450X.

B) CS: estereocilios elétron-densos (seta). 23000X.

C) CS: nicleo irregular com chanfraduras (asterisco). 13250X.

D) CS: corpo lamelar (seta), corpos multivesiculados (asterisco) e vesiculas
pequenas {cabeca de seta). 13200X.

E) CS: mitocondrias pouco preservadas (seta), vesiculas contendo granulos
elétron-densos (asterisco) e cisternas (do aparelho de Golgi) dilatadas (cabeca de
seta). 13250X.

F) CC: mitocondrias pouco preservadas na porgio apical de células ciliadas
(cabega de seta) e cilios escassos (seta). 7750X.
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Fig. 12. Regifio de I do grupo UChB e regifo da A dos ratos controle e UChA.

A) I dos ratos UChB: CS: granulos de secrecio moderadamente elétron-densos
(seta). 9750X.

B) I dos ratos UChB: CS: elétron-densidade alterada dos grinulos de secrecdo.
31500X.

C) A dos ratos controle: CS: porgdo apical das células secretoras densamente
preenchidas por microvilos delgados (Mi). 13250X.

D) A dos ratos controle: CS: grinulos de secre¢dio elétron-densos na porcio
apical. 13250X.

E) A dos ratos UChA: CS: alta elétron-densidade dos microvilos (seta), granulos
de secrecdo moderadamente elétron-densos e elétron-densos (cabegca de seta).
7750X.

F) A dos ratos UChA: CS: microvilos elétron-densos agrupados e “colabados”
(asterisco). 13250X.
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Fig. 13. Regido da A dos ratos UChA e UChB.

A) A dos ratos UChA: grau de elétron-densidade variavel entre células secretoras
(asterisco), nicleos regulares alongados com chanfraduras (N), vacuolos e
cisternas dilatadas (seta). 3250X.

B) A dos ratos UChA: CS: nucleo irregular (N), cisternas dilatadas (cabega de
seta) e gota lipidica na porgo infra-nuclear (seta). 7750X.

C) A dos ratos UChB: células secretoras (CS) e ciliadas (CC) intercaladas,
nucleos com chanfraduras (N) e gotas lipidicas na por¢do infra-nuclear (seta).
3250X.

D) A dos ratos UChB: CC: nucleo com chanfradura (N) e mitocdndrias
edemaciadas (cabega de seta). 7750X.

E) A dos ratos UChB: CS: gotas lipidicas na porgéo supra-nuclear (asterisco),
corpo lamelar (cabeca de seta), mitocOndrias edemaciadas (estrela), vactolos e
cisternas dilatadas (seta). 9750X.

F) A dos ratos UChB: CC: mitocondrias edemaciadas na porgdio apical (cabeca de
seta). 13250X.
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V: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A regifo In do grupo controle apresentou-se com predominio de CS preenchidas
com microvilos curtos (Fig, 14A).

A regifdio In dos ratos UChA apresentou células contendo microvilos curtos em sua
superficie e inimeras protrusSes apicais, geralmente destituidas de microvilos. Algumas
protrusBes delgadas (protrusdes citoplasmaticas longas de CS) estiveram presentes entre as
CS (Fig. 14D).

A regifo In dos ratos UChB apresentou algumas protrusdes apicais “murchas”
destituidas de microvilos (Fig. 14E). As células epiteliais apresentaram-se recobertas por
microvilos curtos em sua superficie (Fig. 14E,F) e, em algumas regiGes, apresentaram
aumento dos espagos intercelulares tornando seus limites superficiais nitidos (Fig. 14F).

O epitélio da mucosa do I do grupo controle apresentou predominio de CS,
densamente preenchidas com microvilos (Fig. 14B), CS com protrusbes apicais e CC. Os
microvilos, mais freqiientes, ¢ os cilios estiveram distribuidos regularmente por toda a
superficie do epitélio (Fig. 14B).

Na regido do I dos ratos UChA, o exame das superficies apicais demonstrou a
presenca de CS com microvilos e limites nitidos e cilios de CC esporadicas (Fig. 14G). Na
luz do epitélio da mucosa, foram observadas gotas lipidicas grandes (Fig. 14G).

O epitélio da regido do I dos ratos UChB apresentou morfologia alterada.
Comparada aos grupos controle e UChA, nfo foram observados limites celulares nitidos.
Os cilios e microvilos apresentaram distribuigio irregular, formando uma superficie apical
do epitélio vazada (menos integra), lembrando o aspecto de queijo suigo (Fig. 14H,I).
Grupos de gotas lipidicas de diferentes tamanhos foram observados na lamina prépria (Fig.
14T) e inimeros vacuolos distribuidos por todo o citoplasma das células.

O epitélio da mucosa da A do grupo controle apresentou CS com limites superficiais
nitidos e grupos de CC intercaladas (Fig. 14C).

A regido da A dos ratos UChA apresentou CS e grupos de CC intercaladas (Fig,
14J). Nao foram observadas protrusdes apicais nessa regifo e as dobras da mucosa

apresentaram aspecto enrugado (Fig. 14J) comparado ao grupo controle. No citoplasma das
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células, observou-se gotas lipidicas e vactiolos desde a porgio basal até a apical. Ao
analisar a superficie, também foram observadas gotas lipidicas sobre o epitélio (Fig. 14J).
A regido da A dos ratos UChB apresentou CS com limites superficiais nitidos ¢ CC
intercaladas (Fig. 14K). Numerosas gotas de lipidios de tamanhos diferentes foram
observadas sobre o epitélio, inclusive 0 momento da expulsio de uma gota lipidica por uma
CC em direcdio a luz (Fig. 14K). Os cilios e microvilos estiveram distribuidos
irregularmente, apresentando-se agrupados ou formando o aspecto caracteristico de queijo
suico (vazado). Também foram observados vactiolos no citoplasma e gotas lipidicas de

tamanhos variados na 14mina prépria do epitélio (Fig. 14L).
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Fig. 14. Eletromicrografia de varredura das regides In, I e A dos ratos controle, UChA e
UChB.

A) In dos ratos controle: microvilos curtos (Mi). Barra=687um.

B) I dos ratos controle: microvilos de células secretoras (CS) e cilios intercalados
(seta). Barra=2142um.

C) A dos ratos controle: superficie do epitélio com células secretoras (asterisco) e
ciliadas (cabeca de seta). Barra=687um.

D) In dos ratos UChA: protrusdes citoplasmaticas longas de células secretoras
(cabega de seta). Barra=1212um.

E) In dos ratos UChB: protrusdes apicais “murchas” (seta) e microvilos (Mi).
Barra=179%4um.

F) In dos ratos UChB: espagos intercelulares aumentados (cabeca de seta).
Barra=1271um.

G) I dos ratos UChA: presenga de células secretoras com limites nitidos
(asterisco), cilios (cabega de seta) e gotas lipidicas grandes (seta) na luz do
epitélio. Barra=604um.

H) I dos ratos UChB: distribuicdio irregular de cilios (Ci) e microvilos (seta)
formando o epitélio vazado (aspecto de queijo suico). Barra=1 159um.

I) I dos ratos UChB: grupo de gotas lipidicas na LP (seta). Barra=467um.

J) A dos ratos UChA: aspecto enrugado da superficie do epitélio com células
secretoras (asterisco), ciliadas (seta) e gotas lipidicas (cabega de seta).
Barra=687um.

K) A dos ratos UChB: células secretoras (CS), ciliadas (Ci) e gotas lipidicas
(cabeca de seta) sobre o epitélio. Notar 0 momento da expulsdo da gota lipidica
pela célula ciliada (seta). Barra=1120um.

L) A dos ratos UChB: gotas lipidicas (seta) de tamanhos variados na LP e
distribuic8o irregular dos cilios (estrela). Barra=1632um.
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V: Morfometria da Tuba Uterina

Areas citoplasmdtica e nuclear da tuba uterina proximal:

A érea do citoplasma e do niicleo da regifio In (CS) dos grupos UChA ¢ UChB
foram menores comparadas ao controle. A érea do citoplasma da regifio do I (CS) dos
grupos UChA e UChB foi menor comparada ac controle. A 4rea do citoplasma ¢ do
nicleo da regido I (CC) dos grupos UChA e UChB foram menores comparadas ao
controle. A area do citoplasma e do nucleo da regido A (CS e CC) dos grupos UChA e

UChB foram menores comparadas ao controle (Tab. 2 e Tab. 3).

Altura das células epiteliais da tuba uterina proximal;

A altura das células epiteliais da tuba uterina da regido In (CS) dos grupos
UChA e UChB foi menor comparada ao controle. A altura das células epiteliais da
regido do I (CC) dos grupos UChA e UChB foi menor comparada ao controle {para as
CS da mesma regido, ndo houve diferenca significativa entre os grupos}. A altura das
células epiteliais da regifo A (CS e CC) dos grupos UChA e UChB foi menor
comparada ao controle (Tab. 4).

Tab. 2. Média e desvio-padrdo da area do citoplasma (um®) das células secretoras (CS) e
ciliadas (CC) da tuba uterina proximal (regides: intramural (In), istmo (I) e
ampola (A)) dos grupos controle (C), UChA e UCHB.

Regido
Grupo
In{CS) KCS) HCC) A(CS) A{CC)
C 2312,33+414,36b  2522,50+242,75b  1605,67+164,15¢ 1351 ,83+122,55b 1703,16+127,74b

A A A A A

UChA 1560,00+270,80a 2082,17+247,56ab 838,33+104,71b 1083,67+173,98a  1082,17+161,832
A A A A A

UChB 1762,50+212,99a 2068,00+421,95a 758,00+70,27a 1052,67+176,36a  1210,67+205,42a
A A A A A

Mcédias precedidas da mesma letra ndo diferem significativamente.
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Tab. 3. Média e desvio-padrio da érea do nicleo (um®) das células secretoras (C8) e
ciliadas (CC) da tuba uterina proximal (rvegifes: intramural {In), istmo (I} ¢
ampola (A)} dos grupos controle (), UChA e UCHB.

Regigo
Grupo in(CS) HCS) oG AICS) A{CT)
G 790,00443.990 680,60+36.06a  537.17+05.540 64567431810 51283135210
A A A A A
UChA  65317+81,982 680,67+68,51a 34217+4331b 54583+48,8%a 415 83+56.922
B B A AB AB
UChB  607,33:43,19a 687,83+1037a 270,33+18.75a 564,00+73.08a 458,33+4760ab
B B A AB AB

Médias precedidas da mesma letra nfo diferem significativamente.

Os grupos tratados (UChA e UChB) apresentaram menor area citoplasmatica
comparados ao grupo controle para as regifes In, I e A independente do tipo celular
analisade {CS ou CC). O grupo UCHB apresentou menor area citoplasmatica das CC da
regido do I comparado ao grupo UChA. As regifes com seus respectivos tipos celulares nfo
diferiram para um mesmo grupo considerado.

Os grupos tratados (UChA e UChB) apresentaram menor area nuclear comparados
ao grupo controle para as regides In (C8), 1 (CC) e A (CS e CC). Porém, ndo se observou
diferenca entre o grupo controle e os grupos tratados quando analisada a area nuclear das
CS da regigo do 1. As CS e CC apresentaram a mesma area nuclear noc grupo controle,
independente das regides. Porém, os grupos tratados apresentaram variacio da 4rea nuclear,

sendo menores nas CC daregifiodo L

Tab. 4. Meédia e desvio-padr3o da altura {(pm) das células secretoras (CS) e ciliadas (CC) da
tuba uterina proximal (regides: intramural (In), istmo (I) e ampola (A)) dos
grupos controle (C), UChA ¢ UChB.

Grupo Regido
In{CS) HCC) {CS) A[CC) ACS)
c 124,33+15,33b 81,00+5,55b 183,00+22,78a 98,83+8,38b 97,33+7,06b
A A B A A
UChA  9883+11,27a 53,17+4 45z 158,33+16,16a 77,17+8.74a 84,50+9,01a
B A C B B
UChB H8,1748,87a 48,67+2 252 183,83425,93a 79,87+8,08a 82,8348 04a
C A 3 B 8

Meédias precedidas da mesma letra ndo diferem significativamente.
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Os grupos tratados (UChA e UCHB) apresentaram menor altura das células
epiteliais comparados ao grupo controle para as regifes In (CS), I (CC) e A (CS e CO).
Porém, néo se observou diferenca entre o grupo controle e os grupos tratados guando
analisada a altura das CS da regio do 1. As regifes com seus respectivos tipos celulares
diferiram nos grupos tratados {UChA ¢ UChR).

V1: Dosagem de Horménios

Dosagens hormonais de FSH (ng/mL), LH (ng/mL), progesterona {ng/mL) e estradiol
(pg/ml)

Tab. 5. Mediana e semi-amplitude tota! segundo grupos controle, UChA e UCHR.

Resultado do teste
Grupo estatistico
Varigvel Controie UChA UChB {P - valor}
FSH 525 + 2 85 6,5+ 3,85 3,80+ 2,85 3,08 (P>0,05)
LH 0,70 + 4,50 0,40 + 0,85 0,20+ 1,15 3,94 (P>0,05)
Progesterona 2216+12,78 1934+ 13,28 3025+ 12,67 2,87 (P>0,05)
Estradiol 4357 +198,22 4766+3790 44,73+39,28 0,62 (P>0,05

Ngo houve diferenca significativa entre os grupos controle, UChA e UCHB nas
dosagens plasmaticas dos hormédnios avaliados. No entanto, ressalia-se 2 enorme

variabilidade observada nos valores individuais das amostras coletadas.

DISCUSSAQ
O rato albino (Rattus norvegicus) apresenta ciclo estral do tipo poliéstrico (o ciclo
estral termina num periodo de diestro que emerge como o proestro no ciclo estral seguinte)
com quatro fases distintas: proestro, estro, metaestro e diestro {L.ong & Evans, 1922;: Fox &
Laird, 1970). O ciclo estral do rato € curte {(duracgiio de quatro a seis dias) e regular (Young

et al., 1941). O esfregaco vaginal representa um método simples, ndo invasivo e de facil
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monitoramento, para & determinacio do padrdc normal da atividade ovariana, assim como
uma ferramenta imporiante em estudos toxicoldgicos (Cooper ef al, 1993).

O slcoohismo na mulher estd freqiientemente associado a severos desarranjos da
funclc reprodutiva, incluinde distirbios menstruais como dismenorréia, fluxo menstrual
intenso, desconforio pré-menstrual {Wilsnack ef ol 1984}, menstruagies irregulares {Jones
ef al., 1980; Jones-Saumty ¢f af ) 1981) e amenorréia, infertilidade e abortos esponténeos
(Bearn ef al., 1956; Hugues ef al., 1980; Harlap & Shiono, 1980; Kaufman, 1997; Wolfe &f
al., 2000; Kesmodel ef al., 2002). Moskovic (1975}, Jones-Saumty ef al. {1981) ¢ Becker ef
al. (1989} observaram alta freqiéncia de menstruacio acichca em mulheres alcodlicas
crmicas. O alcool também induz irregularidade menstrual em primatas como consegiiéncia
de seus efeitos 1OXicos no eixo hipotilamo-hipdfise € nos ovarios (Mello ¢7 o, 1983).
Estudos em animais tém demonstrado que a administracdo crbnica de dlcool produz falhas
no funcionamento dos ovérios em ratas (Kieffer & Keichel, 1970}, amenorréia ¢ atrofia do
utero em macacas {(Mello ef a/., 1983} e interrupgio do ciclo estral na rata (Eskay ef af
1981).

No grupo controle das ratas do estudo em questio, constatou-se abundincia dos
tipos celulares para as respectivas fases (proestro, estro, metaestro, diestro) comparado 2
linhagem UChA ¢ UChB. O nimero de ciclos, segundo grupo de estudo, nfo diferiu
estatisticamente, embora o tempo de permanéncia em cada fase do ciclo tenha variado,
indicando que a duragio de uma mesma fase foi diferente de acordo com ¢ grupo analisado.
OUs grupos UChA e UChB apresentaram coeficiente de variagio maior, portanto maior
variabilidade, assim como mulheres alcodlicas crénicas em relaciio 4 extensdo do ciclo
menstrual (Becker e al., 1989). Segundo Cooper ef of, (1993), componentes que interferem
no ciclo ovariano podem induzir um padriio de estro vaginal constante, pseudogravidez
repetitiva ou condigOes de anestro. Walker ef @/, (1980) constataram que componentes que
induzem um padrdc de estro prolongado interferem com o controle neurcendocrine da
ovulagio, embora f€meas possam ser sexualmente recepiivas e induzidas a ovularem
atraveés da monta em estro prolongado (Brown-Grant ef /., 1973). Apesar dos animais dos
grupos UChA ¢ UChB demonstrarem ciclo estral irregular (estros prolongados), a

moriologia dos tipos celulares niio diferiu do grupo controle.
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O epiiélio da tuba uterina do rato € formado por dois tipos de células: secretora (CS)
e ciliada (CC). A tuba uterina proximal é constituida por rés regides distintas e seqgiientes:

intramural {In), istmo (1) e ampola (A),

Na regifio In, observou-se que as dobras epiteliais em direcdo 2 luz apresentaram-se
disformes, adguirindo proporcBes crescentes do grupo UChA para o grupe UCEB. O
epitélic apresentou heterogeneidade em altura devido 2 formacdo de lacunas grandes com
conteudo ou ndo em seu interior. As lacunas caracterizaram-se por espagos no interior do
epitélio formados pelo rearranjo das células, possivelmente, na tentativa da manutengdo da
integridade da mucosa, comprovada através da heterogeneidade da altura do epitélic a
partic da 1mina prépria. Vaciiolos estiveram distribuidos pelo citoplasma das células. A
analise citomorfomeétrica da regifio In mostrou que tanto as 4reas ¢itoplasmatica e nuclear
quanto a altura das CS dos grupos tratados foram menores comparadas a0 grupo confrole.
As coloragdes HE ¢ AT apresentaram-se heterogéneas, sendo que o grupo UCHB
apresentou epitélio com aspecto diafanizado (coloragio mais fraca). Os micleos
apresentaram-se gradativamente mais condensados, comparativamente do grupo UChA
para 0 UChB, sendo que foram observados nicleos alterados no grupo UChB. A reacdo ao
PAS apresentou-se restrita a extremidade apical devido as glicoproteinas e ac glicocalix das
CS, sendo que no grupo UChB esteve mais acentuada. Em criomicrotomia, observou-se
intensa retragdo do tecido nos grupos tratados e, a reacio a FA apresentou-se ndo tdo
delimitada porém, restrita ao epitélio para o grupo UChA e, mais intensa e extensiva ao

tecido conjuntivo subjacente e camada muscular no grupo UChB.

A regifio do I dos grupos tratados apresentou heterogeneidade em altura, sendo que
as CC apresentaram-se mais baixas comparadas ao controle. A citomorfometria da regifio
comprovou que tanto as areas citoplasmatica e nuclear quanto a altura das CC dos Srupos
tratados foram menores comparadas ao controle, enguanto que para as CS somente a area
citoplasmatica apresentou diferenca significativa entre os grupos, sendo menor comparada
ao controle. O epitélio apresentou lacunas grandes com conte(do ou ndo em seu interior. A
presenca de contelido em seu interior foi indicativa do isolamento de restos celulares

(produtos do metabolismo celular). As coloragdes HE ¢ AT apresentaram-se heterogéneas e
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os nicleos apresentaram-se mais condensados comparados ac controle. A reaciic ao PAS
no grupo UChA apresentou-se extensa desde a porgfo supra-nuclear até a extremidade
apical, com destague aos longos microvilos e, intensa comparada ao I do controle. A reaciio
ao PAS no grupo UChB apresentou-se mais intensa, de forma que os longos microvilos
apresentaram-se como um borr@o na superficie comparado ac UChA. Também foi
observada intensa refragio do tecido nos grupos tratados e, a reagdio 2 FA na porgio supra-
nuclear apresentou-se ndo delimitada e restrita ao epitélio para o grupo UChA e mais

mtensa e extensiva ao tecido conjuntivo subjacente e camada muscular no grupo UChB.

Na regifo da A dos grupos tratados, observou-s¢ menor quantidade de dobras
epiteliais em direcio 2 luz, comparada ao controle, amplificando-a. O epitélio apresentou
heterogeneidade em altura devido a formagfio de lacunas maiores & em maior ndmero no
grupo UChB, comparade ac UChA, com contendo ou nfo em sen interior. A analise
citomorfometrica da regifio da A mostrou que tanto as 4reas citoplasmatica e nuclear quanto
a altura das CS e das CC dos grupos tratados foram menores comparadas ac grupo controle.
As coloragbes HE e AT apresentaram-se heterogéneas, sendo que o grupo UCHB
apresentou epitélic com aspecto diafanizado. Os nucleos apresentaram-se mais
condensados nos grupos tratados comparados ao controle. A tuba uterina do grupo controle
apresentou ampla luz sem conteido na regific da A, enquantc os grupos tratados
apresentaram odcitos em quantidade. Laura ef al (2003) constataram aumento no nimero
de corpos Iiiteos e foliculos atrésicos em ratas alcodlicas tratadas com 30% de etanol. Em
contraposi¢io, Jung & Russfield (1972) observaram auséncia de corpos liteos em mulheres
alcodlicas. Ratas tratadas com 5% de etanol durante 49 dias apresentaram ovarios com
foliculos imaturos, auséncia de corpos Iteos, hemorragicos e albicans {(Van Thiel ef al.,
1977, 1978). Infere-se que o 4lcool induza hiperovulago nas ratas tratadas, observada pelo
aumento do numero de odcitos do grupe UChA para o UChB. A reagiio ac PAS
apresentou-se ténue na extremidade apical ¢ discreta no citoplasma das CS do grupo UChA
¢, no grupo UChB foi mais intensa na extremidade apical comparada aos grupos UChA e
controle. Como nas regiles citadas anteriormente, a regifio da A apresentou intensa retracio

do tecido nos grupos tratados e, a reacdo 2 FA na porgdo supra-nuclear apresentou-se mais
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homogénea e menos pontual no grupo UChA, comparade ao controle, & mais intensa e

extensiva ao fecido conjuntivo subjacente e camada muscular no grupo LICHB.

A reagHo positiva observada na tuba uterina proximal foi indicativa da presenca de
grande numero de lisosomos localizados na porcio suwa-ﬁu_cieaf, mas ndo atingindo as
extremidades apicais das C8, local de maior incidéncia de grinulos de secrecio, e CC. Os
lisosomos sfo capazes de degradar material intra e extracelular desumecessiric em
mondmeros biolégicos, representando peca central do Sistema Endosémico-lisosdmico que
inclui vesiculas derivadas do aparelho de Golgi, vactolos fusionados com lisosomos
primarios e corpos residuais com material nfio digerido (Uchiyama, 2001). Os lisosomos
estiveram presentes em maior nlimero nos grupos tratados comparado ao controle, sendo
que no grupo UChB foram extensivos em pontos do tecido conjuntivo subjacente € na

camada muscoular,

As observagBes histologicas da tuba uterina proximal ndo apenas revelaram
diferencas entre os grupos tratados e o controle como entre os grupos UChA e UChB, em
concordéncia com os resultados de Van Thiel ef ol (1977, 1978) e discordancia com os
resultados de Martinez e7 al. (1999).

A regido In dos grupos tratados apresentou vactolos e cisternas dilatadas. Os
nlicleos com formatos irregulares foram indicativos de células em degeneracdo. Microvilos
e granulos de secregdo escassos, além da presenca de grande quantidade de gotas lipidicas
demonstraram alteracio morfoldgica e funcional. Constatou-se também que a degeneragio
adquiriu propor¢Bes crescentes do grupe UChA para o grupo UChB demonstradas pelo
aumento de vaciolos, cisternas dilatadas e mitocSndrias nfio preservadas. Assim como 2
regido In dos grupos tratados, o 1 apresentou vaciiolos, cisternas dilatadas e grande
quantidade de gotas lipidicas. Comparados 20 grupo controle, houve alteracio quanto a
elétron-densidade dos microvilos. Infere-se que devido 4 alteragio da morfologia dos
microvilos, o papel de células absortivas de substancias de agua da luz para o sangue esteja
prejudicado. Os formatos irregulares de niicleos com chanfraduras também foram
indicativos do processo degenerativo. O grupo UChB apresentou, ainda, corpos lamelares,

indicativos de célula em renovagiio ou morte celular, grande quantidade de corpos
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multivesiculados e grénulos de secrecio com slétron-densidade alterada além de cilios com
distribuigdo irregular e mitocOndrias pouco preservadas. Os microvilos das CS da regifio da
A dos grupos tratados apresentaram-se elétron-densos e, fregilentemente, agrupados. Os
nicleos apresentaram formato irreguiar com chanfraduras, em malor guantidade no grupo
UChB. Vaciolos, cisternas dilatadas e mitocfndnas nfo preservadas foram observadas em
C5 & CC. O aumento da quantidade de gotas lipidicas e a presenca de corpos lamelares
foram as principais diferencas entre os grupos tratados.

As tubas uterinas proximais dos grupos alcodlicos confirmaram a presenca de gotas
lipidicas nas células epiteliais. Essas gotas eram esféricas, de tamanhos e localizacio
diferentes e, estiveram presentes em grande nimero. Dz mesma forma, vaciolos
distribuidos por toda a célula. Sugere-se que as gotas gigantes presentes na luz do epitélio
tenham sido formadas pelo agrupamento de gotas menores e que o aspecto de gueijo suico,
dado pela distribuic8o dos cilios e microvilos, seja devido & exocitose de gotas lipidicas de
células abarrotadas para a luz do epitélic na tentativa da homeostase. O aumento do nlimero
de gotas lipidicas do grupo UChA para o grupo UChB demonstrou que o metabolismo
celular esteve alterado devido & aglo do alcool e, que as células epiteliais sofreram
desequilibrio osmdético, indicado pelo processo degenerativo responsdvel pela morte
celular. As células epiteliais da tuba uterina produzem varias moléculas funcionais, tais
como enzimas ¢ fatores de crescimento (Morishita e af, 1992; Carlsson ef al, 1993).
Enquanto as CC sdo responsaveis pelo transporte dos odcitos no interior da tuba uterina
{Odor & Blandau, 1973), as CS produzem ¢ secretam proteinas € glicoproteinas formando o
fluido (Oliphant, 1986; Hunter, 2002; Bhatt e al, 2004). Ellington ef al. (1993a,b) e Suarez
{2001) sugerem que a interacio entre as células epiteliais (CS ¢ CC) da tuba uterina e os
gametas masculinos € necesséria para o términc da maturagio dos espermatozdides. Alguns
estudos sugerem que ¢ I representa sitio de estocagem do esperma € gue as células
epiteliais podem manter a viabilidade e a capacidade de fertilizac8o do esperma durante o
periodo pré-ovuiatério (Smith ef al., 1987, Smith & Yanagimachi, 1989, Pollard et af,
1991; Suarez ef al., 1991; Suarez, 2002; Petrunkina ef gf., 2004). Para Abe {1996}, a porgio
da A € a regifio com o maior didmetro e representa ¢ local da fertilizacfio na maioria dos

mamiferos. Infere-se que, devido as alteracBes dos cilios e microvilos, a qualidade, a
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renovagdo € o transporte do fluido produzido pelas células das véarias regides da tuba
uterina proximal estejam alterados.

Alteragbes hormonais regulam a quantidade e a composicio do fluide da tuba
uterina {Urzua ef al, 1970, Blandau, 1971; Beier, 1574}, O fluido é acumulado na luz da
tuba uterinz, distendendo-a, e sofre a influéngia de estrégenos no estdgio de estro. A
progesterona provoca diminuicio da huz da tuba uterina ¢ reabsorcio do fluido no estagio
de diestro. A diferenciacio das células epiteliais, o mimero e a liberagio dos grénulos de
secrecio das CS da tuba uterina estio relacionados com os efeitos dos horménios esterdides
ovarianos (Hafez, 1970; Brenner ef al., 1974; Verhage & Brenner, 1975; Odor e al., 1980;
Abe & Oikawa, 1993). Alteraces hormonais observadas no sistema genital feminino
induzidas pelo alcoo! t8m sido relatadas. Sandor e al (1981) descreveu a presenca de
etanol nos fluidos das tubas uterinas, corroborando com a idéia de um possivel efeito dirsto
do etanol em problemas de pré-implantacio de embrides em ratas alcodlicas. No presente
estudo, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle, UChA e UChB nas
dosagens plasmaticas dos horménios foliculo-estimulante (FSH), huteinizante (LH),
progesterona € estradiol, embora o nivel do horménioc LH tenha sido menor nos grupos
tratados comparado ao controle ¢, o nivel do estradiol maior nos grupos tratados comparado
ao controle. Segundo Poschl & Seitz (2004), o aumento do nivel de estradiol, mediado pelo
alcool, pode ser em parte responsavel pelo risco aumentado de cincer de mama. Ratas
tratadas com alcool apresentaram niveis significativamente menores nas concentraces
plasmaticas de estradiol e progesterona (Van Thiel e al, 1977, 1978), ao contrario de
Gavaler ef al. (1980) que descreveram niveis semelhantes de estradiol para 0s animais
alcoolicos e controle. Gavaler er al. (1980) verificaram que a concentragic do horménio
foliculo-estimulante (FSH) foi maior comparada ao estradiol ¢ 2 progesterona. Os autores
sugerem que 2 toxicidade do etanol est4 relacionada ac desequilibrio do eixo hipotélamo-
hipofise-gonadal. Les Dees & Skeliey (1990) observaram que ratas imaturas tratadas com
5% de etanol mostraram diminui¢io nos niveis plasmaticos dos horménios luteinizante
(LH) e do crescimento (GH), ao contrario de Mello e al. (1983) que observaram baixos

niveis do LH somente em macacas submetidas 20 alcoolismo expenimental tratadas com
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altas doses de etanol. Em concordincia com a Hieratura, ressalia-se a2 enorme varigbilidade
observada nos valores individuais das amostras.

Infere-se ainda que, devido &4s alteracBes observadas nas células epiteliais
resultantes da formacfo de vaciolos encontrados em abundincia distribuidos por toda a
célula, cisternas do reticulo endoplasmatico dilatadas, mitocOndrias ndo preservadas e, a
presenca de grande numero de gotas lipidicas e lisosomos, relacionados & degradacio de
organelas celulares, acredita-se que o dlcool induza inicialmente morte celular diferents da
apopiose. Da mesma forma, Laura ef al (2003} observaram ulira-estruturalmente gue
foliculos ovarianos de ratas alcoolizadas mostraram vacuolizagio € aumento tanto no
tamanho como no nGmero de gotas lipidicas. Martinez 7 of. {1993) ¢ Martinez ef ¢/, (1999)
ohservaram alieractes semelhantes sos resuliados obtidos como cisternas do reticulo
endoplasmatico dilatadas ¢ grande aciimulo de gotas lipidicas. Conclui-se que devido as
alteracfes morfolégicas e, consegiientemente, funcionais ¢ processo reprodutivo dos ratos

UCh esteja comprometido.
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CONCLUSOES GERAIS

# O etanol altera a regularidade do ciclo estral da linhagem de ratos UChA e UChHB,
apesar da morfologia do epitélio da vagina nfio diferir do grupo controle o que,
possivelmente, tem permitido 2 reproducfio dessa linhagem em laboratério;

@ Sugere-se que o etanol induza hiperovulacio nas ratas tratadas, observada pelo aumento
do mimero de 0dcitos na ampola da tuba uterina do grupo UChA para ¢ UChB;

€ O etanol altera a estrutura das células epiteliais (CC e CS) de todas as regides da tuba
utering; as alteracdes sfio dependentes da quantidade de etanol ingerida;

@ Infere-se que o etanol induz, inicialmente, morte celular diferente da apoptose;

@ Infere-se, ainda, que o etanol altera o processo reprodutivo dos ratos UCh.
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