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RESUMO: O alcoolismo materno em seres humanos e animais de laboratério tem sido implicado no
desenvolvimento de distlrbios imunolégicos em recém-nascidos. O apresente estudo foi realizado a fim de
analisar, através de métodos histomorfométricos, os efeitos da ingestao crénica de etanol em ratos pré e pos-natal
em tecidos provenientes do timo, figado e placas de Peyer de recém-nascidos. O modelo experimental utilizou
ratos Wistar machos, cujas mées receberam o etanol (3g/Kg do peso de corpo) da gestacdo ao desmame (40
dias). O grupo controle (GC) e grupo etanol (GE) receberam dieta comercial normal. As preparag8es histologicas
dos tecidos foram coradas com Hematoxilina-eosina eTricomico de Masson para o estudo morfolégico e
histoquimico. A analise morfométrica foi realizada através do software OPITMAS™ 6.1. Os resultados obtidos n&o
demonstraram diferencas significativas nas contagens do leucdcitos periféricos e nos pesos corporais entre 0s
grupos estudados. Os filhotes do GE exibiram um aumento significativo no nimero total, bem como na area e
volume do foliculo linféide no bago. No timo, ndo houve uma reducao significativa dos corpusculos de Hassall
entre o GE e GC. No grupo etanol foi observado uma infiltragdo de coldgeno intersticial e adipdcitos nos Iébulos do
timo. As placas de Peyer apresentaram uma reducdo significativa no nimero total de placas e de foliculos
linféides. Entretanto, nenhuma alteracdo foi observada na area ou no volume de ambas as estruturas quando
comparadas ao grupo de controle. Os resultados sugerem que o alcoolismo maternal durante os periodos pré e
pot-natal contribui com alteragGes histolégicas importantes nos érgéos linféides dos animais descendentes.

Palavras-chaves: Bago, Placas de Peyer’s, Etanol.

ABSTRACT: Maternal alcoholism, both in human beings and in laboratory animals, has been involved in the
development of immune functional disturbances in neonates. The present work was accomplished in order to
evaluate, through histomorphometric methods, the effects of the pre and post-natal ethanol chronic ingestion on
the histologic profiles of the thymus, spleen and Peyer’s patches of the offsprings. The experimental model was set
up with male rats, whose mothers received ethanol (3g/Kg of body weight) from the gestation to the weaning (40
days). Both the control and ethanol group received commercial normal diet. Hematoxylin-eosin and Masson
Thricomic-stained histologic preparations of the tissues were used for microscopic study. The morphometric
analysis was accomplished through the software OPITMAS™ 6.1. The obtained results showed not significant
differences in the blood leucocyte counts and body weights when the groups were compared. The littermates from
ethanol treated females presented: a significant rise in the total number, as well as in the mean area and volume of
the lymphoid follicles of the spleen. In the thymus, there was not significant reduction of the Hassal's corpuscles
between ethanol and control group. In the ethanol group was observed interstitial collagen and adipocyte infiltration
in the thymic lobules. The Peyer’s patches presented significant reduction in the total number of patches and
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lymphoid follicles. However, there no alteration was observed in the area or in the volume of both structures when
compared to the control group. The results suggest that the maternal alcoholism during the pre and post-natal
periods contributes to important histological alterations in the lymphoid organs of the male descendants.

Keywords: Spleen, Peyer’s patches, ethanol.
INTRODUCAO

O alcoolismo é um dos maiores problemas de salide publica mundial. O consumo de alcool tem impacto
nos diferentes sistemas organicos, por exemplo, no sistema nervoso central, no trato gastrointestinal, nos 6rgaos
hematopoiéticos e no sistema imune (FENG et al., 2003; REESES & POLISH, 2003).

Por ser uma molécula pequena, solivel em agua e lipidios, o etanol permeia todos os tecidos e pode,
guando em uso crbnico e abusivo, causar uma ampla variedade de alterac¢des sistémicas (GUERRINI et al., 2007).

A exposicao pré-natal ao etanol causa anormalidades fisicas e mentais nos recém-nascidos. Experimentos
desenvolvidos em roedores (ZHU & SEELIG, 2000), e pesquisas em seres humanos comprovam os efeitos
embriotéxicos do etanol sobre os tecidos (SCHLEIFER et al., 2002).

Dentre as sequelas importantes que amplificam os efeitos teratogénicos do alcool inclui-se a desnutricao
materna, a disfuncéo placentéaria e os distlrbios na formacéo dos érgaos (SHIBLEY et al., 1999). Apds a descricao
da sindrome do alcoolismo fetal, desenvolveram-se diferentes modelos animais para compreender melhor como o
consumo materno de alcool durante a gravidez poderia afetar os recém-nascidos, nos demais 6rgdos além do
cérebro (MELO-JUNIOR et al., 2001; BRITO et al., 2005).

Embora as deficiéncias da resposta imune primaria tenham sido descritas (COCARLA et al., 2002; SHER,
2003), ainda nao esta esclarecida se as alteracbes patologicas nos 6rgdos linféides no alcoolismo fetal
representam uma causa ou uma conseqiiéncia da injuria sofrida pelo organismo.

Baseando-se nesses dados, este estudo teve a finalidade de investigar os efeitos da exposi¢ao crbnica
materna ao etanol durante a gestacao e a lactac@o sobre a imuno-arquitetura do timo, bago e placas de Peyer dos
descendentes.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos Eticos - O protocolo experimental desenvolvido no presente trabalho foi submetido e aprovado pela
comissdo de ética em experimentagdo animal da Universidade Federal de Pernambuco (CCB-UFPE), oficio n°
120/2003.

Animais e Dietas - Para o acasalamento foram colocadas em cada gaiola trés ratas fémeas e um macho da
linhagem Wistar. A gestacdo era confirmada pela identificacdo de células descamativas, muco gestacional e
espermatozdides ao exame microscopico (Microscopio Zeiss 25, 10x). Posteriormente as matrizes foram
separadas de acordo com o protocolo experimental, no maximo duas por gaiola, e ali mantidas até o 18° dia de
gestacdo. A partir deste periodo foram transferidas para gaiolas individuais até o final do aleitamento (25° dia de
vida dos filhotes).

No periodo compreendido entre o primeiro dia de gravidez e o Ultimo do aleitamento, as matrizes foram
mantidas com dieta comercial LABINA® contendo 23% de proteinas, com dois tratamentos por gavagem
(administracdo diaria de agua filtrada ou de etanol). A gavagem foi executada sempre entre as 7:00 e 9:00 horas
da manha. Os filhotes das matrizes assim tratadas originaram os dois grupos experimentais desse trabalho,
descritos a seguir:

GRUPO CONTROLE (GC; n=12) — oriundos de maes mantidas com a racéo LABINA® e recebendo doses
de 3,8 ml de agua filtrada. Assim, as matrizes desse grupo foram submetidas ao mesmo estresse, causado pela
contencgdo e gavagem, sofrido pelas gestantes do grupo etanol;

GRUPO ETANOL (GE; n=10) — procriados por matrizes mantidas com LABINA® e recebendo etanol na
dose de 3g/kg de peso corporal, diluido em agua filtrada, em volume total de 3,8 ml (Alcool Etilico Absoluto P.A. —
VETEC®, Lote: 013471);

No terceiro dia ap0s o parto executou-se a sexagem excluindo-se as fémeas devido a conhecida influéncia
dos horménios sexuais femininos no metabolismo do alcool (BERMAN et al., 1996). Os filhotes machos de cada
grupo experimental, gerados por diferentes matrizes, foram misturados entre si e mantidos em ninhadas de 4 a 6
animais. A padronizacdo do tamanho da ninhada teve como objetivo eliminar a desnutricdo induzida por grandes
ninhadas durante a lactagdo (DE LUCA et al., 1997).

Apbés o desmame, a administracdo de substancias por gavagem foi interrompida e os filhotes foram
mantidos com a dieta LABINA® correspondente até o dia da perfusdo (40 dias).
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Peso corporal - Os animais foram pesados a partir do 3° dia apds o nascimento até o 40° dia de vida. A op¢éo
pela pesagem a partir do 3° dia apds o nascimento foi decorrente da observagéo de aumento da agressividade e
canibalismo entre as matrizes submetidas ao tratamento com etanol, quando os filhotes eram manipulados nos
dois primeiros dias de vida.

Perfusdo - Aos 40 dias de vida os filhotes foram pesados e anestesiados, por via intraperitonial, com solucéo
contendo uretana a 10% (1g/Kg) e cloralose a 0,4% (40 mg/Kg) de acordo com o peso corporal. Antes da
perfusdo, foi feita a coleta de sangue e confeccionados estiracos em laminas histologicas, para proceder a
contagem diferencial dos leucocitos. Para execugdo da perfusdo procedeu-se ampla abertura do térax para
exposicdo do coracfo. Apds a injecdo de 0,1 ml de heparina (Liqguemine®) no ventriculo esquerdo, para evitar a
coagulacdo sangiinea, introduziu-se na mesma regido uma canula de polietileno (por onde foram injetadas as
solugdes de perfuséo) e concomitantemente fez-se a abertura do atrio direito.

Desta forma, tanto o sangue quanto as solucdes de perfusao eram eliminadas por aquela abertura. Apos o
blogueio da aorta abdominal com uma pinga hemostatica procedeu-se a perfusdo com o auxilio de um compressor
com pressao regulada em torno de 90 mmHg. Para a remog¢do do sangue e manutencao da integridade tecidual
injetou-se através da canula um volume em torno de 100 a 150ml de uma solugdo de tampéo fosfato de sodio
(PBS) 0,1M, pH 7.2, contendo 0,9% por volume de NaCl. A seguir, perfundiu-se um volume em torno de 150 a 300
ml de formaldeido a 10%, diluido em PBS, controlando-se a fixacéo do tecido pelo volume inoculado e a rigidez da
cabeca e dos membros. Finalizada a perfusdo procedeu-se a retirada do timo, baco e intestino em seguida
mergulharam-se os mesmos em formalina a 10% tamponada.

Microtomia e Histoquimica - Apos a fixacdo (tempo minimo de 48h), foram cortados trés regifes equidistantes
do baco e timo, medindo aproximadamente 0,2 cm. Para o intestino delgado, foram selecionadas porcdes da
borda anti-mesentérica que continham nodulacdes (Placas de Peyer) visualizadas através de lupa estereoscoépica
(OLYMPUS).

Todos os fragmentos foram submetidos a rotina histolégica e incluidos em parafina. Os cortes histologicos
(4um) foram obtidos em micr6tomo horizontal Yamato (Japan) e corados com Hematoxilina-Eosina e Tricémico de
Masson.

Anélise Morfométrica e estatistica - A analise morfométrica foi realizada através de um sistema computacional
de andlise de imagens (softwares TCI-Pro® e OPTIMAS™ 6.1). Foram obtidos 0 nimero (magnificacdo 400x),
area e volume médio (magnificacdo 200x) dos foliculos linféides do baco e das placas de Peyer, através da
analise de quatro campos aleatorios por lamina.

Foi obtido o nUmero médio de corpusculos de Hassal na regido medular dos l6bulos timicos, analisando-
se 10 campos por lamina (area do campo = 12.234 um?).

As medidas obtidas foram submetidas ao estudo estatistico utilizando-se os Testes t de Student e de
Tukey, com p< 0,05, através do software PRISMA 3.0°.

RESULTADOS

O peso dos filhotes ndo diferiu estatisticamente entre o grupo etanol (63,6g) e grupo controle (52,39),
desde o0 nascimento até a idade experimental.

A contagem diferencial dos leucécitos no sangue periférico dos grupos estudados, ndo apresentou
variacdes estatisticamente significativas, principalmente nas popula¢cdes de linfécitos (Tabela 1). Todos os
animais apresentaram contagem leucocitaria dentro dos padr6es normais para a espécie segundo dados de
HARKNESS & WAGNER (1993).

Tabela 1. Contagem diferencial de leucdcitos do sangue periférico de ratos Wistar (40 dias) expostos ao alcool
durante o periodo pré e pés-natal.

GRUPO
CELULA* Alcool (n = 12) Controle (n = 10)
Basodfilos 0,2 0,2
Segmentados 26,2 26,1
Linfécitos 66,8 67,3
Eosindfilos 1,8 1,6
Mondcitos 5,0 4.8

* Valores médios (%).
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N&o foram observadas alterag6es macroscépicas quanto a morfologia externa, a cor e textura do baco,
timo e intestino delgado nos grupos estudados.

As principais alteragbes microscépicas concentram-se na polpa branca onde se observou aumento
estatisticamente significativo do namero total de foliculos assim como, do namero de foliculos secundéarios no
grupo alcool. (Tabela 2).

Tabela 2. Numero médio total de foliculos e foliculos secundarios por segmento do baco de ratos Wistar expostos
ao alcool durante o periodo pré e p6s-natal.

GRUPO

CONTAGEM CONTROLE ALcooL p
NTF 44,55 + 5,85 53,77 + 8,39 * *(p < 0,05)
NES 6,44 + 4,06 23,66 + 3,04 ** **(p < 0,01)

NTF (Numero Total de Foliculos); NFS (Numero de Foliculos Secundarios).

Os centros germinativos dos foliculos linféides, principalmente no grupo etanol, sdo esferoides,
apresentando zona clara e escura, devido aos diferentes tamanhos e estados de amadurecimento dos linfcitos e
células do tipo reticulares predominantes (Figura 1).

Figura 1. Foliculo linféide secundario no baco de rato jovem. Pode se
observar centro germinativo na regido interna do foliculo (seta). Grupo etanol,
HE. Magnificacdo 100x.

Da mesma forma, tanto a area como o volume dos foliculos linféides totais apresentou diferenca
estatistica significativamente maior (46,67%) no grupo etanol quando comparado ao controle (Tabela 3).

Tabela 3. Valores médios da area e volume dos foliculos linféides esplénicos de ratos Wistar expostos ao alcool
durante o periodo pré e pés-natal.

GRUPO AREA (um?) VOLUME (um?®)

Controle 26407,55 + 10603,8 3842647,05 + 1575478

Alcool 35919,22 + 3178,0* 5636302,20 + 1304591*
* (p < 0,05) ** (p< 0,01).

No timo, a avaliagdo quantitativa do nimero médio de corpusculos de Hassal (Figura 2A) demonstrou que
0 grupo etanol apresentou um namero significativamente menor quando comparado ao grupo controle (Figura 3).
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Da mesma forma constatou-se que havia um padrdo mais intenso de infiltragées de adipdcitos entre os
I6bulos timicos e uma maior deposicao de colageno intersticial (Figura 2B) no grupo etanol quando comparado ao
controle.

‘ e : 1 M ' P
Figura 2. Caracteres histolégicos do timo resultantes da exposi¢do cronica ao etanol em ratos jovens. (A)
Corpusculo de Hassal (seta); (B) Infiltrado de células adiposas no parénquima timico (seta). Magnificagdo: A
(400x) e B (100x). Coloragdo em A, Hematoxilina-Eosina) e em B, Tricrdbmico de Masson.
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Figura 3. Namero médio de corpusculos de Hassal no timo de ratos jovens expostos ao alcool
durante o periodo pré e poés-natal.

O estudo histoldgico das placas de Peyer ndo evidenciou diferenga morfoldgica qualitativa entre o grupo
etanol e o grupo controle. Em relagdo ao nimero de foliculos por placa observou-se que era variavel nos dois
grupos, sendo mais freqliente a presenca de dois a trés em cada uma delas (Figura 4).
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Figura 4. Aspecto geral de uma placa de Peyer no intestino delgado de rato jovem. Observa-se a
presenca de quatro foliculos linféides. Grupo etanol, HE. Magnificacéo, 100x.

O estudo dos dados morfométricos obtidos demonstrou que houve diferenga significativa em relagéo ao
namero de placas e de foliculos linféides entre os grupos (Tabela 4). O grupo controle apresentou um numero
mais significativamente elevado de placas (15,2 + 1,48) quando comparado ao grupo exposto ao etanol (9,8 +
1,30; p < 0,01); bem como, uma quantidade maior de foliculos (41,2 + 5,76) em relacdo ao grupo alcool (30,0 +
8,83; p < 0,05).

Tabela 4. Numero médio total de foliculos e de placas de Peyer de ratos Wistar expostos ao alcool durante o
periodo pré e pés-natal.

. Grupo
Padréo . p
Controle Alcool
NTP 41,2+5,6 30,0 + 8,8 ** **(p < 0,05)
NTF 152+14 98+13* *(p <0,01)

NTP (Numero Total de Placas); NTF (Numero Total de Foliculos)

Os demais parametros avaliados (area e volume das placas; area e volume dos foliculos) nédo diferiram
estatisticamente (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios da area e volume das placas de Peyer e foliculos linféides totais no intestino delgado de
ratos Wistar (40 dias) expostos ao alcool durante o periodo pré e pés-natal.

Area (um?) Volume (um®)
Grupo Placas Foliculos Placas Foliculos
Controle 448,8 +51,8 112,8 £ 29,7 4290,8 + 109,8 1240,8 £ 119,0
Alcool 417,3 + 45,7 157,3 + 49,8 4460,8 + 332,0 1480,4 + 246,2
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DISCUSSAO

O alcoolismo como tema de estudos é sempre atual, devido suas conseqiiéncias socio-econdmicas, além
da repercussdo no proprio individuo, com acdo tOxica sobre oOrgdos e tecidos desencadeando diferentes
mecanismos lesionais. Estudar seus efeitos ndo é uma tarefa simples, principalmente quando se avalia suas
implicacBes nos compartimentos imunoldgicos. Os resultados sdo freqlientemente contraditérios devido a forte
influéncia de co-fatores principalmente em pesquisas clinicas, como comportamento individual, cultura, tradicédo e
condicdo so6cio-econémica. Desta forma torna-se importante o estudo dos efeitos do alcool em condicdes
controladas para se reconhecer a amplitude dos diferentes efeitos desta substancia sobre o organismo
(GUERRINI et al., 2007).

O estudo dos 6rgéos linféides é um aspecto de fundamental importancia na demonstracdo das alteracdes
dos compartimentos imunoldgicos quando expostos a agentes estranhos ao organismo (ROTH et al., 2006). Dai o
nosso interesse em avaliar o comportamento das células e tecidos envolvidos na resposta imune quando
submetidas a uma injaria por um agente teratogénico, como o alcool.

Os resultados, quanto as curvas de pesos dos animais de ambos os grupos estudados, ndo mostraram
variacdes significativas, diferentemente dos observados em outro estudo, em que se constatou um decréscimo do
peso corporal, atribuido principalmente pela diminuicdo na producéo e ingestdo de leite pelos filhotes (TAVARES
et. al., 1999; JOSHI et al., 2003).

No presente trabalho, as contagens diferenciais de leucdcitos no sangue periférico mantiveram-se
inalteradas, um resultado de certa forma contraditério face a acentuada hiperplasia linféide observada no baco.

Na verdade, investigagBes desses valores no alcoolismo crdnico tém mostrado resultados conflitantes.
LIVANT et al. (1997) relatam o aumento de leucécitos periféricos, principalmente linfdcitos. Por outro lado também
foi demonstrado o aumento de linfocitos no sangue periférico de ratos, quando havia interagcdo entre a exposicao
pré-natal ao etanol e o estresse pelo frio (GIBERSON, 1997). Em mulheres etilistas e fumantes, foram
demonstradas varia¢gdes no nimero de leucdécitos circulantes, resultando em leucopenia, atribuiveis a distirbios
funcionais do bac¢o (ZHU & SEELIG, 2000).

No timo, a analise quantitativa do nimero médio de corpusculos de Hassal ndo mostrou existir diferencas
entre os dois grupos estudados. Entretanto, o grupo etanol apresentou um aumento de infiltrado de células
adiposas entre os foliculos timicos bem como deposicao de colageno intersticial. Estudos anteriores afirmam que
apos 0 nascimento, o timo comeca a involuir, resultado de seu processo de atrofia, e é infiltrado por células
adiposas (HALASZ et al., 1993; WANG & SPITZER, 1997).

Outros trabalhos também sugerem que a excessiva exposicdo ao etanol in vivo induz a atrofia timica em
ratos desde a vida uterina (WANG & SPITZER, 1997). Em razéo destes relatos e da nossa observacédo de que ha
maior deposicdo de fibras colagenas e infiltragdo adiposa no parénquima timico do grupo etanol acreditamos que
esta substancia realmente acelera o processo de atrofia timica. Tal observacao € critica pelo fato de permitir supor
que o alcoolismo materno interfere em uma importante etapa do desenvolvimento do sistema imune dos filhotes,
ou seja, a maturacao da imunidade celular.

A formacdo dos 6rgdos linféides inicia-se durante o periodo embrionario e fetal e sua maturacao é
concluida apés o nascimento. Desta forma, no animal recém-nascido a populacdo linfocitaria presente no baco,
linfonodos e tecido linféide associado as mucosas pode ser reduzida se fatores bloqueadores interferirem na
proliferacéo linfocitaria nos 6rgéos linféides primarios (SILVA et al., 2006).

Em um modelo experimental desenvolvido com camundongos observou-se que no inicio da gestacao os
linfécitos migram do timo e da medula 6ssea para o intestino originando ali as placas de Peyer (BRITO et al.,
2005). Sendo esse tecido linfoide estruturado durante a vida fetal ndo ocorre formacao de novas placas apés o
nascimento (LIMA et al., 2002; CRABB et al., 2004).

Por outro lado, observou-se que nesses animais a exposicdo crénica ao alcool induz atrofia do timo,
responsavel por 80% dos linfocitos presentes nas placas (WATZL & WATSON, 1992). Assim, mesmo
considerando as diferengas entre os animais utilizados, podemos deduzir que a redu¢ao do namero total de placas
e foliculos linféides intestinais detectados no nosso experimento foi causada pelo mesmo fator, isto é, a atrofia
timica. Paradoxalmente observamos que a area e o volume das placas e dos foliculos nelas presentes néo
sofreram alteracdes.

Estes dados sugerem que embora haja interferéncia do etanol na migracdo dos linfécitos timicos, aqueles
gue migraram foram suficientes para proliferar e formar placas e foliculos linféides, embora em menor nimero,
com dimensdes semelhantes ao grupo controle. Embora seja patente que a exposicdo ao etanol resulta em
alteragGes no comportamento desse tipo celular esses achados séo de dificil interpretacéo.

A deplegdo (hipoplasia) folicular, em outros érgéos linféides e diretamente associada ao consumo de
etanol, ja foi relatada em seres humanos e animais de laboratério (HALASZ et al., 1993; GILBERSON, 1997;
LASO et al.,, 1996). Sabe-se que o consumo de alcool induz diretamente a uma supressdo de macréfagos e
células M, responsaveis pela captacdo e apresentacdo de antigenos aos linfocitos e também, uma reducao

38



Veiga, R.K.A. et al./Revista Eletrdnica de Farmacia Vol IV (1), 32-42, 2007 39

significativa no niumero de células produtoras de IgA, principal componente da resposta imune pelas placas de
Peyer (DIAMOND & GORDON, 1997; LOPES et al., 1994).

Assim, a hipoplasia linfocitaria estaria relacionada a esse efeito e a outros fatores imunodepressores
alcool induzidos j& relatados por ESTRADA et al. (1996). Estes autores encontraram alteracdes intestinais, como
diminuicdo da absorcéo e da flora microbiana reduzindo assim a exposi¢cdo dos animais descendentes a antigenos
gue utilizam a mucosa intestinal como porta de entrada (BUTS et al., 1992; MELO-JUNIOR et al., 2006). Essas
condicdes justificariam, portanto os resultados obtidos por LOPEZ et al. (1997) que demonstrou haver uma
reducdo no nimero total de células linfocitarias nas placas de Peyer de ratos jovens e adultos expostos ao etanol.
No nosso entendimento devemos considerar que a divergéncia dos nossos resultados deve-se a metodologia
empregada no presente experimento.

Diferentemente dos outros autores nao executamos o estudo morfométrico durante o periodo de
exposi¢do ao alcool, pois nossas medidas foram tomadas (40 dias de vida) apds uma abstinéncia de 15 dias a
partir do desmame (25° dia). Nesse contexto, poder-se-ia especular que, com a abstinéncia ocorreu maior
ingestdo de alimentos, restauracdo da capacidade absortiva intestinal, um fluxo progressivamente maior de
antigenos e eliminagdo do bloqueio metabdlico de macréfagos, células M e linfocitos. A cessacdo dos efeitos
téxicos do alcool possibilitou a recuperacdo dos mecanismos de ativacao imune, ocorrendo intensa proliferacédo
linfocitaria o que restabeleceu a area e o volume das placas e foliculos existentes, recuperando-se assim, as
dimens@es equivalentes as dos animais controle. Esta hipétese é respaldada pelas observacfes de ESTRADA et
al (1996) que relataram a reverséao das alteracdes estruturais e funcionais do intestino, produzida pelo alcool, apés
15 dias de abstinéncia.

A mensuracgédo dos tecidos linféides tem sido realizada pela morfometria manual ou utilizando-se sistemas
semi-quantitativos (HALASZ et al., 1993). O método morfométrico digital utilizado neste trabalho tem a vantagem
de poder correlacionar diversos parametros entre si, como também fornecer estimativas tridimensionais (volume),
constituindo-se em uma importante ferramenta para melhor classificagcdo dos compartimentos linféides (MELO-
JUNIOR et al., 2001; LIMA et al., 2002).

De fato, o estudo morfométrico da imunoarquitetura dos érgéos linfides € essencial para a demonstracao
dos mecanismos de defesa e para evidenciar as alteragfes dos mesmos quando o organismo humano ou animal
€ exposto a agentes estranhos (BRITO et al 2005).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, no baco, ocorreu modificacdo nos foliculos linféides,
com aumento do numero total, area e volume dos foliculos, caracterizando intensa hiperplasia folicular com
aumento expressivo (267%) no nimero de foliculos secundarios.

Os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes quanto a presenca de alteracfes na atividade
folicular esplénica, quando comparados com as observagfes de outros autores que utilizaram diferentes técnicas
de medicdo (MELO-JUNIOR et al., 2006).

A hiperplasia dos foliculos do bago no grupo etanol, caracterizada principalmente no desenvolvimento de
centros germinativos, provavelmente se deve a presencga de linfocitos B, que possuem receptores de superficie na
forma de uma imunoglobulina capaz de realizar ligacéo direta a antigenos de qualquer tamanho, em solugdo ou
forma solida (CULVERHOUSE et al., 2005).

Acredita-se que durante a resposta imunitaria, as células linfocitarias B de memaria ocupam a regido do
centro germinativo esplénico (GODLETT et al., 2005), evidenciando que uma das conseqiiéncias do grande
namero de foliculos secundéarios no grupo exposto ao etanol no presente estudo pode ser resultado da ativacéo
deste tipo celular, tanto para mobilizar defesas, como para montar uma "memoria imunoldgica" para essa
substancia. Embora seja conceptivel que a exposicdo ao etanol, por mecanismos diretos e indiretos ainda nao
esclarecidos, tenha resultado na ativacéo desse tipo celular, esses achados séo de dificil interpretagéo.

Em relacdo a exposicdo ao etanol nos periodos pré e poés-natal, nossos resultados confirmam as
conclusdes de SZABO (1999), onde o etanol causa alteracdes no desenvolvimento imune fetal, sendo neste caso
a lactacao também o periodo critico de maior sensibilidade do sistema imunoldgico.

O etanol mostrou ser uma substancia que interfere no timo e na formacgao dos centros germinativos e
maturacdo das placas de Peyer durante o periodo pré-natal. Demonstrando-se que a habilidade das células
imunes em responder a estimulacdo antigénica pode ser afetada também por fatores intrinsecos (idade, genética,
outros estados patoldgicos associados) e extrinsecos (desnutricdo, estresse ambiental), o que explica a
diversidade de resultados, em geral obtidos através de metodologias diferentes (MELO-JUNIOR et al., 2001; LIMA
et al., 2002).

Embora se possa cogitar que tal efeito tenha tido inicio durante a vida fetal, uma concluséo definitiva a
este respeito s6 poderia ser formulada se os animais tivessem sido examinados imediatamente ap6s o
nascimento. Ndo obstante, CHVATCHKO et al (1996) afirmaram que o desenvolvimento de centros germinativos é
guase inteiramente resultante da estimulacéo antigénica pds-natal.

Vale ressaltar que neste modelo experimental, antigenos outros além do etanol, podem ser transferidos da
mée aos descendentes; por exemplo, antigenos alimentares e/ou contaminagédo por bactérias do préprio ambiente
em gue os recém-nascidos viveram. Em recém-nascidos humanos, a prevaléncia de centros germinativos no
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baco, com aumento rapido apos o nascimento, evidenciando dois fatos importantes, a auséncia de deficiéncia na
resposta imune celular fetal e evidéncias de estimula¢gbes antigénicas precoces.

Na pesquisa do alcoolismo em modelos animais, muitas questfes podem ser simplificadas em relagao ao
estudo em humanos e tal possibilidade facilita a sensibilidade e preciséo dos resultados a fim de se estabelecer
melhores medidas de tratamento do consumo exagerado do alcool (HANNIGAN, 1996; GUERRINI et al., 2007).

Nesse contexto, 0 modelo experimental utilizado no presente trabalho, nos parece fornecer informacdes
importantes sobre os efeitos da exposicdo ao etanol nos periodos pré e pds-natal sobre a imunoarquitetura
intestinal, isto &, ocorre: 1) reducéo significativa (35,53%) no nimero médio de placas de Peyer em ratos jovens;
2) diminuigdo no numero total de foliculos linféides das placas de Peyer no intestino delgado (27,2%); 3) ndo ha
variacdo estatisticamente significativas na area e no volume das placas e foliculos linféides entre os grupos
estudados.

CONCLUSOES

A andlise dos resultados obtidos pela metodologia empregada nos permite concluir que ndo ha variacéo
estatisticamente significativa da contagem diferencial de leucdcitos no sangue periférico, peso médio corporal
entre os grupos estudados.

No timo néo hé diferenca significativa do numero de corpusculos de Hassal entre o grupo etanol e o grupo
controle. Entretanto, existe maior deposicdo de colageno intersticial e infiltrado de adipocitos entre os lobulos
timicos no grupo etanol.

Nos animais do grupo etanol houve um aumento estatisticamente significativo nos seguintes pardmetros
do bago: numero total de foliculos; area e volume médios dos foliculos e nimero de foliculos secundarios.

Nas placas de Peyer, O etanol determinou uma reducao significativa no nimero médio e no ndmero total
de foliculos linféides das placas de Peyer no intestino delgado. Por outro lado, ndo houve variacdes
estatisticamente significativas na area e volume das placas e foliculos linféides entre os grupos estudados.
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