OLIVEIRA, W.C. et al. Influéncia do consumo de etanol e de uma dieta ndo balanceada no
aparelho reprodutor masculino de rato Wistar. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 22, Ed. 127, Art.
861, 2010.

FUBVET ™

PUBVET, Publicacoes em Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Influéncia do consumo de etanol e de uma dieta ndao balanceada no

aparelho reprodutor masculino de rato Wistar

Wellington Cleber de Oliveira!, Karina Basso Santiago®3, Ricardo Sgarbi
Augusto!, Vanessa Mendonca Soares?®, Juliano Goncalves Pereira®, Germano

Francisco Biondi® e Otavio Augusto Martins-®

! Faculdades Integradas Regionais de Avaré - Fundagdo Regional Educacional
de Avaré - Cidade de Avaré - Sao Paulo.

2 pés-Graduagdo em Pesquisa e Desenvolvimento (Biotecnologia Médica) -
Faculdade de Medicina - Campus de Botucatu - Sao Paulo.

3 Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia - UNESP - Campus da

Botucatu - Sao Paulo.

Resumo

O presente trabalho tem por objetivo analisar o efeito do etanol e o efeito de
uma dieta ndo balanceada no sistema reprodutor masculino. Foram utilizados
dez ratos machos da linhagem Wistar; sendo cinco ratos para o controle (C) e
cinco ratos foram submetidos ao consumo involuntario de solucdo de etanol a
10% (A). Foi analisada a massa corpdérea dos animais, a massa do testiculo
direito, a massa do epididimo direito, a massa prostatica, a massa da vesicula
seminal, e o consumo de liquido. A massa corpdérea do grupo (C) apresentou
diferenca no ganho de peso, comparado ao grupo que consome

voluntariamente solugcao de etanol a 10%. No consumo de liquido observou
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diferenca significativa entre o grupo (C) e (A). As massas do testiculo direito,
do epididimo direito e da préstata ndo apresentaram diferencas significativas;
ja a vesicula seminal apresentou diferenca. Conclui-se que a ingestao cronica
de etanol tem acao direta no sistema reprodutor masculino.

Palavras—-chave: nutricdo, prostata, vesicula seminal, testiculo, epididimo,

rato, alcool.

Influence of ethanol consumption and an unbalanced diet in the male

reproductive Wistar rat

Abstract

This study aims to examine the effect of ethanol and the effect of an
unbalanced diet on male reproductive system. We used ten male Wistar rats,
with five rat in the control (C) and five rats were subjected to involuntary
intake of ethanol solution 10% (A). We analyzed the body mass of animals, the
mass of the right testicle, the mass of the right epididymis, the prostate mass,
the mass of the seminal vesicle, and intake of liquid. The body weight of the
group (C) showed a difference in weight gain, compared to the group that
voluntarily consumes ethanol solution 10%. Consumption of liquid significant
difference between the group (C) and (A). The masses of the right testis, right
epididymis and prostate were not significantly different, since the seminal
vesicle was different. We conclude that chronic ingestion of ethanol has a
direct action on the male reproductive system.

Keywords: nutrition, prostate, seminal vesicle, testis, epididymis, rat, alcohol.
Introducao
Alcoolismo

Estima-se que o brasileiro consome uma per capita de 51 litros de

cerveja por ano, indice considerado baixo em comparacao a outros paises
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como a Republica Checa, lider absoluta desse ranking, com quase 160 litros
consumidos por habitante em média (INDICE, 2007; MANO, 1989).

O consumo abusivo de alcool é considerado como um fator que agrava a
violéncia urbana (WERTHAMI, 1967; FORERO et al., 1994), aumenta os
acidentes de transito, contribui com a incidéncia de suicidios e de doencas
sexualmente transmissiveis (DST) (PONCE et al., 2008). A grande preocupacao
social vem com o crescente uso dessa droga, considerada licita, pela faixa
etaria dos 7 aos 12 anos de idade (MANO, 1989; CARDOSO et al., 2008).

O uso abusivo de alcool é responsavel por quase 4% de todas as mortes
no mundo. Também é a principal causa de morte e invalidez nos paises em
desenvolvimento que apresentam baixa taxa de mortalidade e o terceiro
principal fator de risco para a saude, ap6s o tabaco e a hipertensdo arterial
sistémica (GALLASSI et al., 2008).

O uso prolongado de a&lcool causa multiplicidade de anormalidades
clinicas, bioquimicas e eletrofisioldgicas, que estdao associadas com doencgas do
figado, sistema neuromuscular, coracdo e cérebro (OLIVEIRA & LUIS, 1997;
GALLASSI et al., 2008).

Cuidados maternos na infancia, fatores genéticos, fendtipos para
sobrevivéncia da espécie, estresse sdao fatores primordiais para uma pré-
disposicdo a ingestdo excessiva de alcool na vida adulta. Trazendo
complicagcbes na vida reprodutiva (PARADA et al., 2004; KREMER, 2007;
TEIXIERA, 2007; MARTINS, 2007).

Nutricao

O alcool, além de ser uma bebida, é considerado um alimento. O alcool é
absorvido por difusao passiva simples sem sofrer processo de digestao. Cerca
de 75% do alcool ingerido é absorvido pelo estomago e 25% no intestino. O
excesso de alcool altera a absorcdo de nutrientes, tais como vitaminas,
lipidios, proteinas e aminodacidos. Dessa forma, desencadeia um quadro de
desnutricdo e de danos hepaticos (MINCIS & MINCIS, 2006).
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Segundo SILVA (2000), o etanol é uma droga de efeitos complexos. O
alcool em doses baixas pode estar associado como uma possivel fonte caldrica
para o desnutrido, atenuando o quadro de desnutrigao.

O crescente uso abusivo de &alcool entre a populacdo da faixa etaria
acima dos 50 anos tem demonstrado uma deficiéncia nutricional. A competicdo
do alcool com os nutrientes é desproporcional (MOREIRA & MARTINIANO
FILHO, 2008).

A quantidade de alcool ingerida e a de alimentos sdo importantes para
repercutir no ganho de peso. Também o consumo de alcool, em excesso, pode
contribuir para uma queda do peso, possibilitando o aumento da toxidade
(KACHANI et al., 2008).

Modelos experimentais de alcoolismo

A utilizacdo de animais, como modelos experimentais, visa avaliar
parametros dificeis de serem observados em seres humanos, devido a
aspectos éticos e de salde (FAGUNDES & TAHA, 2004).

Para isso, os modelos de intervencao devem ser delineados de modo que
as maiorias das respostas bioldgicas se aproximem das encontradas em seres
humanos (FAGUNDES & TAHA, 2004).

Animais com maior predisposicdo a ingestdao de etanol e de habitos
alimentares diferentes dos normais, na literatura provém de estudos com
roedores (SCHOSSLER, 1993).

Os ratos da linhagem Wistar, das variedades UChA (pouco bebedor) e
UChB (bebedor) enquadram em estudos para andlises de fatores genéticos,
bioquimicos, fisioldgicos, nutricionais e farmacolégicos (MARTINS, 2007).

A utilizacdo de animais para estudos cientificos requer do pesquisador
conhecimentos éticos e normas para a pesquisa com 0s animais, para que se
tenham resultados com parametros proximos aos esperados em pesquisa com
humanos (SCHNAIDER & SOUZA, 2003).
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Morfologia da Préstata, Epididimo, Testiculo e Vesicula Seminal

O sistema reprodutor masculino é formado por testiculos ou gonadas,
vias espermaticas (epididimo, canal deferente e uretra), pénis, escroto e
glandulas anexas (vesiculas seminais, glandulas bulbouretrais e prostata)
(AIRES, 1999).

Segundo MOORE & DALLEY (1999) e ZORZETTO (2006), a prostata
humana é uma glandula situada abaixo da bexiga que envolve a primeira
porcdo da uretra e dos ductos ejaculatorios. Tem cerca de 3 cm, do tamanho
de uma noz; é composta por musculos e gorduras envoltas. E a maior gldndula
acessoria do sistema genital masculino. A sua funcdo é destinada a secrecdo
de liguido prostatico, uma mistura produzida pelas glandulas seminais,
prostata e glandulas bulbouretrais. Os ductos prostaticos conduzem a secrecao
da glandula para a uretra prostatica.

O consumo crénico de etanol ndo sé causa prejuizo ao processo secretor
glandular, como também leva a eventos iniciais de lesdes glandulares
prostaticas. O etanol leva a intensa desorganizacdo estromal, caracterizando
interrupcao da homeostase epitélio-estromal, qualificando-o como fator indutor
da proliferacao epitelial, predispondo o 6rgao a processos de malignescéncia
glandular. Assim, sugere-se que o alcoolismo cronico é um efetivo agente
desencadeador de doengas prostaticas, como hiperplasia prostatica benigna e
cancer (CANDIDO, 2005).

As secrecOes da prostata e da vesicula seminal tém fundamental
importancia no processo reprodutivo. Elas sdo compostas por diversos
nutrientes que compoem o liguido seminal, fluido essencial para a nutricao e
motilidade dos espermatozdides. A prdstata secreta proteinas, entre as quais
ha grande variedade de enzimas, carboidratos e outras substancias, incluindo
o citrato (CANDIDO, 2005).

Os testiculos sdao duas glandulas envoltas pela tunica albuginea,
suspensos pelo escroto. Produz espermatozdides e hormodnios, principalmente
a testosterona. A face de cada testiculo é coberta pela |lamina visceral da

tunica vaginal em conjunto com o epididimo e parte inferior do ducto
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deferente. O epididimo é o primeiro segmento da via espermatica, que recebe
os condutos dos testiculos. No epididimo se identifica uma cabeca anterior, um
corpo e a cauda, que continua pelo ducto deferente. A cabeca do epididimo é
composta de Iébulos formados por extremidades espiraladas de 12 a 14
ductulos eferentes; o corpo que consiste no ducto do epididimo e a cauda que
€ continua com o ducto deferente que transposta os espermatozoides do
epididimo para o ducto ejaculatério. O testiculo junto com o epididimo é
envolto por uma série de camadas dentre elas: a pele que envolve os dois
testiculos; a tunica dartos formada por musculatura lisa; a tunica cremastérica
contendo o musculo cremaster formado por fibras musculares procedentes do
musculo obliquo interno do abdome; a tunica vaginal e parietal e visceral,
membrana serosa (peritbnio) que acompanha a descida do testiculo da
cavidade abdominal para o escroto. A vesicula seminal ou glandula seminal é
uma estrutura alongada que situa entre o fundo da bexiga urinaria e o reto.
Secreta um liquido alcalino que se mistura ao espermatozdide (ZORZETTO,
2003; MOORE & DALLEY, 2006).

Segundo TEIXEIRA (2007) e KREMER (2007), a separacao materna e a
ingestdo de etanol provocam no epididimo e testiculos um desequilibrio nos
eixos reguladores HHA (hipotalamo-hipdéfise-adrenal) e HHG (hipotalamo-
hipéfise-gbnadas) observado através das alteracbes das concentragoes
plasmaticas de LH (hormonio luteinizante) e cortisol. Também ocorre um
atenuado efeito na estrutura do testiculo em ratos. Demonstrando o efeito do
consumo em excesso de etanol sobre o aparelho reprodutor masculino dessa
populagao.

As principais alteracdes morfoldgicas no sistema reprodutor masculino
com o consumo abusivo de etanol sdo as lesdes das células germinativas
testiculares, diminuicao dos diametros dos tubulos seminiferos, depressao no
nivel de testosterona sérica, reducao do peso das glandulas sexuais acessoérias,
diminuicao significativa nas alturas das células dos epitélios secretores das
vesiculas seminais, prostatas ventral, lateral e dorsal. Nas glandulas sexuais

acessorias, destacam-se os efeitos deletérios sobre as organelas envolvidas no
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processo secretor como dilatacdao das cisternas do reticulo endoplasmatico
granular e do complexo de Golgi, ruptura dos microvilos e acimulo de gotas
lipidicas no citoplasma das células epiteliais (CANDIDO, 2005; AMORIM, 2007;
MARTINS, 2007; TEIXEIRA, 2007; KREMER, 2007).

Objetivo

O objetivo do presente trabalho consiste em estudar a influéncia do
consumo involuntario do etanol a 10% e de uma dieta ndo balanceada na
morfologia do testiculo, epididimo, vesicula seminal e prdstata de ratos adultos

da linhagem Wistar.

Materiais e métodos

Animais

Foram utilizados dez ratos machos da linhagem Wistar. Os animais foram
provenientes do Biotério das Faculdades Integradas Regionais de Avaré da
Fundacao Regional Educacional de Avaré, Sao Paulo, Brasil. O protocolo
experimental seguiu os principios éticos em pesquisa animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Os animais permaneceram com a mae na caixa até 20 dias de idade.
Apds o desmame foram separados da mde e colocados em caixas
individualmente, com livre aceso a agua e ragdao. Aos 50 dias de idade, foi
iniciado o periodo experimental. Os animais foram escolhidos aleatoriamente e
divididos em dois grupos experimentais: Controle (C) e Alcodlico (A). Foram
utilizados 5 animais por grupo.

Aos 50 dias de idade foi marcado como dia zero da mensuragao de
consumo da racdo, agua e solucdo de etanol a 10%. Todos os animais foram
pesados. Para o grupo controle (C) foi administrada com &gua filtrada e
potavel e racdo. No grupo Alcool (A) foi administrada, involuntariamente, uma
solucao de etanol a 10%, durante 70 dias, e ragao. A alimentacao nao foi
balanceada e foi a base de sementes de girassol e de milho para poder
ocasionar um quadro de desnutricdo. Os animais foram pesados duas vezes

por semana e agrupados em 19, 49, 80, 120 e 159 dia do experimento (no total



OLIVEIRA, W.C. et al. Influéncia do consumo de etanol e de uma dieta ndo balanceada no
aparelho reprodutor masculino de rato Wistar. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 22, Ed. 127, Art.
861, 2010.

de 70 dias). Foi mensurado o alimento sdlido e o alimento liquido (agua
potavel/filtrada e solucdo de etanol a 10%).

Aos 120 dias de vida os animais foram sacrificados. Foram mensurados
em balanca analitica da marca Tecnal o testiculo direito, a préstata, a vesicula
seminal e o epididimo direito dos animais grupo controle (C) e grupo &alcool
(A).

Andlise Estatistica

O estudo da comparacao entre grupos experimentais foi realizado para
as variaveis da massa corpdérea (g), consumo diario de liquidos (ml/dia),
massas do testiculo direito, epididimo direito, vesicula seminal e préstata. A
analise estatistica foi complementada com o teste de comparagdoes multiplas
de Tukey para comparacao entre as médias. Todas as conclusdes no presente

estudo foram realizadas no nivel de 5% de significancia.

Resultados e discussao

Os resultados estao representados nas tabelas 01, 02, 03, 04, 05 e

06 e nas figuras 01 e 02.

Tabela 01 - Média e erro-padrdao da massa corpérea (g) de rato controle e de

rato que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem Wistar.

Tratamentos Média * erro-padrao
Controle 499,33 + 11,02 b’
Consumo involuntario de etanol a 448,00 £ 7,45 a
10%

1 P=0,0006. Teste de Tukey.

A massa corpérea (g) de rato controle da linhagem Wistar apresenta
diferenca significativa (P=0,0006) comparado com o rato da linhagem Wistar
que consome involuntariamente a solugcao de etanol a 10% (Tabela 01 e Figura
01).



OLIVEIRA, W.C. et al. Influéncia do consumo de etanol e de uma dieta ndo balanceada no
aparelho reprodutor masculino de rato Wistar. PUBVET, Londrina, V. 4, N. 22, Ed. 127, Art.
861, 2010.

600 —

500

HH

M

IS

o

o
|

300

200

Massa corporea (g)

100

0 T T T T T
Controle - Etanol a 10%

Tratamentos

Figura 01 - Média e erro-padrdao da massa corpérea (g) de rato controle e de
rato que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem Wistar. A linha

indica diferenca significativa a 5%.

Tabela 02 - Média e erro-padrao do consumo de liquidos (mL/dia) de rato
controle que consome agua potavel e de rato que consome involuntariamente

etanol a 10% da linhagem Wistar.

Tratamentos Média % erro-padrao
Controle (dgua potavel) 24,46 + 1,16 at
Consumo involuntario de etanol a 22,15+ 1,46 a
10%

' P=0,2286. Teste de Tukey.

Na tabela 2 demonstra, através do teste de Tukey, que ndo existe
diferenga significativa a 5% o consumo de liquidos (mL/dia) comparando os
ratos que consumiram dagua potavel com os ratos que consumiram

involuntariamente a solugao de etanol a 10%.
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Tabela 03 - Média e erro-padrao da massa (g) do testiculo direito de rato
controle e de rato que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem
Wistar.

Tratamentos Média % erro-padrao
Controle 1,5905 % 0,0476 a'
Consumo involuntario de etanol a 1,4671 £ 0,0474 a
10%

1 P=0,1401. Teste de Tukey.

Tabela 04 - Média e erro-padrao da massa (g) do epididimo direito de rato
controle e de rato que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem
Wistar.

Tratamentos Média % erro-padrao
Controle 0,9212 + 0,0846 a'
Consumo involuntario de etanol a 0,8503 + 0,0044 a
10%

1 p=0,4502. Teste de Tukey.

Tabela 05 - Média e erro-padrdo da massa (g) da prostata de rato controle e

de rato que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem Wistar.

Tratamentos Média * erro-padrao
Controle 0,9201 + 0,0650 a*
Consumo involuntario de etanol a 1,0625 £ 0,1130 a
10%

' P=0,3359. Teste de Tukey.
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Tabela 06 - Média e erro-padrdo da massa (g) da vesicula seminal de rato
controle e de rato que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem
Wistar.

Tratamentos Média % erro-padrao
Controle 2,7774 £+ 0,1594 b'
Consumo involuntario de etanol a 2,3398 £ 0,0719 a
10%

' P=0,05. Teste de Tukey.
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Figura 02 - Média e erro-padrao da massa (g) do testiculo direito, do
epididimo direito, da prdostata e da vesicula seminal de rato controle e de rato
que consome involuntariamente etanol a 10% da linhagem Wistar. A linha

indica diferenca significativa a 5%.
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As massas (em gramas) do testiculo direito, do epididimo direito e da
prostata ndao apresentaram diferencas significativas comparando o rato da
linhagem Wistar controle com o rato da linhagem Wistar que consome
involuntariamente a solucao de etanol a 10% (Tabelas 03, 04 e 05 e Figura
02). Na tabela 06 e na figura 02 demonstram que existe a diferenca
significativa a 5% (P=0,05) comparando a massa (g) da vesicula seminal do
rato controle com o rato que consumiu involuntariamente a solugao de etanol a
10%.

Nos animais do grupo (C) durante o estudo foi constatado ganho de peso
significantivo em comparagao ao grupo (A), e uma diminuicao da ingestao
didria de racdo sélida (dados ndo divulgados). A diferenca significativa de
massa corpdrea se deve ao fato de que o etanol administrado, em doses
baixas, pode ser considerado como uma fonte energética. Com isso,
diminuindo o quadro de desnutricdo do alcodlico; mas por outro lado é o
indicio de perda significativa da absorcao de nutrientes, e, consequentemente,
ocasiona o efeito maléfico ao organismo (SILVA, 2000). O alcoolismo ocasiona
um maior indice de massa corpdrea, o que nao foi constatado em nosso
estudo; mas o excesso de gordura visceral foi associado a Sindrome
Metabdlica Secundaria (VACANTI et al., 2004).

Estudo de CRUZ (2001) sugere que a diminuicao da massa corporal de
alcodlicos seja independente da ingestao caldrica. O etanol provoca alteracoes
na liberacdo de CRH (hormonio de liberagao de corticotropina), o que interage
com o aumento dos niveis de glicorticéides produzido pelo cértex adrenal, que
resulta numa perda de apetite observado nesse grupo. O que corrobora com 0s
dados observados em nosso estudo.

O consumo involuntario de dgua potavel e de solucdo de etanol, também
nao apresentou diferenca significativa entre o grupo (C) e o grupo (A). Os
dados estdo préximos aos observados por PINHEIRO (2004).

O testiculo, o epididimo e a préstata dos ratos ndo apresentaram
diferenca significativa na massa. Estudos demonstram que o efeito do

alcoolismo em homens ocorre, principalmente, nos testiculos. Apresentam
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tamanho reduzido, devido a atrofia testicular. O que promove também
impoténcia, infertilidade e reducdao de caracteristicas sexuais secundarias
(RUBIN & FARBER, 1999; CONTRAN et al., 1999; PINHEIRO, 2004).

A distribuicdo de gordura do alcodlico pode mudar, dando aparéncia
feminina ao individuo. Ocasionando aumento das mamas, perda do pelo do
corpo, e desenvolvimento de pelo pubiano. Estas alteracbes sao explicadas
pela atrofia testicular pelos niveis baixos de testosterona (CONTRAN et al.,
1999).

Segundo PINHEIRO (2004), os varios estudos realizados sobre as
alteracbes da prostata, testiculos, epididimo e vesicula seminal sdo
controversos. Em nosso estudo também ndo foi observado diferenca
significativa no testiculo das linhagens Wistar.

A literatura relata a diversidade do efeito do etanol sobre o aparelho
reprodutor masculino. Em contrapartida, em nosso estudo, mesmo sem
analisar o indice de hormoénio testosterona nos grupos (C) e (A), estudos
demonstram que a baixa concentracao de testosterona interage diretamente
nos efeitos da maturacao dos espermatozdides no epididimo (TEIXEIRA, 2007).

O consumo de etanol cronico associado com uma dieta alimentar
inadequada pode gerar complicagdes na préstata (SANTOS, 2007; MARTINS,
2007). Em nosso estudo ndo foi verificado um aumento da prostata
consideravel, o que corrobora com o ganho de peso. Entretanto, um indice de
massa corporea (IMC) alto tem uma relacdo direta com o volume da préstata.
A literatura reforca cada vez mais com diversos trabalhos, sobre doencas
relacionadas com a proéstata, dentre elas o cancer de préstata, que mais afeta
o0 homem. (MARTINS, 2007).

Segundo RIZZIOLLI (2003), a influéncia nociva do alcool sobre o sistema
genital é de fato observado nos experimentos com roedores. Encontram-se
alteracdes morfoldgicas, como por exemplo, a diminuicdo nas alturas das
células epiteliais secretoras da prostata ventral, lateral e dorsal. A severidade

das alteragcdes no aparelho reprodutor é dependente do teor e tempo de
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exposicdo ao etanol. O etanol afeta a producao de testosterona nos testiculos
(FAVARO, 2006).

Embora os dados existentes na literatura ainda sejam insuficientes e
controversos, a respeito do efeito do etanol na vesicula seminal, Em nosso
estudo, verificamos o aumento da vesicula seminal nos ratos da linhagem
Wistar do grupo (C). O que pode evidenciar a acdao de uma dieta
desequilibrada em conjunto com a acao do etanol, nesta regiao. COELHO
(2000) ao analisar a ingestao cronica de etanol e seus efeitos deletérios sobre
os epitélios secretores da préstata e vesicula seminal, verificou o efeito nocivo

nessas glandulas, com atrofia das mesmas devido ao uso cronico de etanol.
Conclusao

Portanto, foi verificado neste trabalho, com condicdes experimentais aqui
empregadas e o modelo animal experimental adotado que o uso crbénico de
etanol induz atrofia das glandulas do sistema reprodutor e acdo direta nos

testiculos de ratos alcodlicos.
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