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RESUMO: A prolactina é um importante horménio responsavel pelo desenvolvimento das
glandulas mamarias durante a gravidez e pela producao de leite durante o pds-parto. Através
de varios trabalhos realizados ja se concluiu que a producdo de prolactina pode sofrer
interferéncia de varios fatores estressantes, resultando assim no aumento de sua producéo.
Fatores fisioldgicos como a experiéncia reprodutiva também possuem influéncia sobre a
prolactina, porém agem de forma a diminuirem sua produg¢do. Em estudos recentes realizados
em ratas adrenalectomizadas observamos que a modulagdo da secrecdo da prolactina
exercida pelos glicocorticéides adrenais ndo possuem o mesmo efeito modulatério em fungéo
da experiéncia reprodutiva, indicando assim que fémeas primiparas nao seriam tao sensiveis
quanto fémeas nuliparas aos niveis circulantes de glicocorticéides, o que poderia ser sugestivo
de uma menor sensibilidade ao estresse. Outros experimentos realizados com ratas nuliparas e
primiparas sobre a influéncia do estresse agudo e prolongado sobre a secrecéo de prolactina
mostraram que a experiéncia reprodutiva parece ndao modificar a concentragdo sérica de
prolactina em resposta ao estresse agudo e prolongado. Porém, a resposta aguda poderia ter
ocorrido no periodo inferior a uma hora, sendo o objetivo deste trabalho estudar a secrecéo e
concentracdes de prolactina durante a primeira hora apés a estimulacdo do estresse agudo em
ratas primiparas e nuliparas.
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INTRODUCAO

Ja é bem conhecido que o estresse é um importante agente causador de modificacdes
adaptativas no sistema nervoso central, assim como se observa sua relagdo com horménios
como os glicocorticoides e as catecolaminas, relacionadas ao estresse prolongado e agudo,
respectivamente. Neste sentido, a presencga de glicocorticéides circulantes modula a secrecéao
de prolactina pela adenohipéfise, possivelmente de maneira inibitéria (DAVE et al., 2000). A
modulagéo dos glicocorticoides sobre a secre¢do de prolactina ndo parece depender da
neurotransmiss&o dopaminérgica (HOVARTH et al., 2001), pois se encontram receptores para
glicocorticdides nos lactotrofos adenohipofisarios (BANKY et al.,, 1994). Embora a exata
contribuigao dos glicocorticbides adrenais sobre a secre¢do de prolactina ainda ndo seja bem
compreendida, o fato é que estes sdo necessarios para a resposta adenohipofisaria adequada.

A adrenalina é o horménio responsavel pelo estresse agudo, sendo liberada pela
adrenal em momentos desconfortaveis para o animal. Sua liberagdo implica no aumento da
freqiéncia dos batimentos cardiacos (taquicardia) e aumento do volume de sangue por
batimento cardiaco, eleva o nivel de glicose no sangue (hiperglicemia), minimiza o fluxo
sanguineo nos vasos e no sistema gastrointestinal, enquanto que maximiza o mesmo para os
musculos voluntarios dos membros e estimula o metabolismo de lipideos contidos nas células
adiposas (BERTANI et al., 2003). Da mesma forma, o estresse atua sobre o sistema nervoso
central (SNC), elevando a liberagdo do horm6nio adrenocorticotrépico ou corticotropina (ACTH)
que estimula o cértex adrenal a secretar glicocorticdides em resposta a varios tipos de agentes
estressores (RANDALL et al., 1997). Varios horménios tém atividade glicocorticéide, incluindo
cortisol e corticosterona, sendo que a liberagédo de glicocorticéides atua retrogradamente numa
alga de retroalimentagdo negativa sobre os neurdnios secretores do horménio liberador de
corticotropina (CRH) do hipotdlamo e as células secretoras de ACTH da adenohipdfise
(RANDALL et al., 1997). Ja se sabe que a secre¢do deste glicocorticéide em conseqiéncia ao
estresse prolongado interfere no aumento da producdo de prolactina no rato, em outras



espécies (NEILL, 1970; MATT et al., 1977; GALA e HAISENLEDER, 1986) e no homem (NOEL
et al., 1972).

A prolactina, por sua vez, € um hormdnio polipeptidico, produzido pelas células
lactotroficas na adenchipdfise, responsavel pelo desenvolvimento das glandulas mamarias e
pela secre¢do do leite, sendo produzida em maior quantidade na gestacdo e no pds-parto
(HAFEZ, 1988; GUYTON, 1992; CUNNINGHAM, 2004). Além disso, a prolactina desempenha
outros papéis importantes como, por exemplo, estimula e participa da manuteng¢éo o cuidado
materno (BRIDGES, 1990; BRIDGES, 1985), assim como atua sobre o comportamento sexual
(CRUZ-CASALLAS et al., 1999; BANCROFT, 2005). O controle da secregcao de prolactina é
determinado pela liberagdo de dopamina que é secretada pelos neurdnios que se projetam do
ndcleo arqueado para a eminéncia média no hipotalamo, formando o trato dopaminérgico
tibero-infundibular (BEN-JONATHAN et al., 1979; BEN-JONATHAN, 1996). A atividade ritmica
semi-circadiana dos neurbnios dopaminérgicos do sistema tdbero-infundibular determina os
picos diurno e noturno de secrecao de prolactina (TIMMERMAN et al.,, 1995). Além disso,
diversas aminas biol6gicas, assim como neuropeptideos centrais, sdo capazes de modular a
secrecao de prolactina pelos lactotrofos (SILVA e CASTRO, 2005). Sendo assim, a secre¢ao
de noradrenalina central provoca a inibicdo da secre¢do deste hormdnio, enquanto que a
adrenalina tem efeito oposto (SILVA e CASTRO, 2005). Esta atuacdo depende de receptores
adrenérgicos al e B2, respectivamente (SILVA e CASTRO, 2005). Recentemente também tem
sido ainda descrito o peptideo liberador de prolactina (PrRP) (FUJIWARA et al., 2003; SPUCH
et al., 2007).

Por outro lado, ja é conhecido o fato que apds uma experiéncia reprodutiva os niveis
circulantes basais de prolactina tendem a diminuirem como € descrito na mulher por MUSEY
(1987a,b) e em ratas por KINSLEY e BRIDGES (1988), MANN e BRIDGES (1992). A
experiéncia reprodutiva consiste nos periodos de gestagao, parto e lactagdo, sendo que uma
fémea experiente ou primipara tende a apresentar picos de prolactina diurnos e noturnos
menos intensos (BRIDGES, et al., 1993; LEITE, 2004), além de modular diversas respostas
neuroquimicas (HUCKE et al., 1998, SIDER et al., 2003) e comportamentais (HUCKE et al.,
2001).

Anteriormente, resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que em ratas
primiparas adrenalectomizadas em relacdo as nuliparas, observamos que a modulagdo da
secrecao da prolactina exercida pelos glicocorticéides adrenais sugerem um efeito modulatério
em fungdo da experiéncia reprodutiva. Desta forma, estes experimentos indicaram fémeas
primiparas ndo seriam tdo sensiveis quanto fémeas nuliparas aos niveis circulantes de
glicocorticéides, o que poderia ser sugestivo de uma menor sensibilidade ao estresse
(BOCHINI, 2004). Assim também, observamos anteriormente que embora ndo se revele a
influéncia do estresse agudo e prolongado sobre a secrecéo de prolactina em ratas nuliparas e
primiparas (LEITE, 2004), ja foi sugerido que fémeas experientes sdo menos suscetiveis ao
estresse (WARTELLA et al., 2003). No entanto, pelo menos a resposta aguda de secre¢ao de
prolactina frente a uma situacdo de estresse pode ndo ter sido observada, pois a mesma
poderia ter ocorrido num periodo inferior & uma hora, periodo este utilizado para a indugéo do
estresse imediatamente antes do sacrificio das ratas nuliparas e primiparas (LEITE, 2004).
Este fato sugere, portanto, que sdo necesséarios mais estudos relacionados a modulacao da
secrecdo de prolactina pelos glicocorticoides em fungdo da experiéncia reprodutiva,
particularmente em relagdo ao estresse agudo, uma vez que possiveis modificagbes na
secre¢do de prolactina podem ocorrer durante a primeira hora de indugdo do estresse, i.e., logo
apds o inicio da sessado de estresse. Para tanto, o presente estudo devera avaliar a secrecao
de prolactina durante o periodo de indugdo do estresse, ou seja, na primeira hora.

MATERIAIS E METODOS

Serdo utilizadas ratas da linhagem Wistar obtidas no biotério do Curso de Medicina
Veterinaria da UNIFEOB. Tais animais serdo alojados em biotério de temperatura controlada
(20 a 23°C) por meio de aparelhos de ar condicionado, com ciclos de luz de 12 horas de
claro/escuro, com luz ligada as 6:00 h. Agua e comida ad libitum.

No experimento serdo utilizadas ratas nuliparas e primiparas da mesma idade, obtidas
a partir de um grupo inicial de animais, que sera dividido em dois, sendo um deles acasalado,



passando por uma experiéncia reprodutiva (gestagao, parto, lactacdo, desmame) e finalmente
um periodo de descanso de 15 dias antes do inicio do procedimento experimental. O outro
grupo (nuliparas) permaneceu aguardando todo este periodo de preparac¢do das primiparas.

Todos os procedimentos experimentais observaram as normas relativas ao uso de
animais de experimentagdo da Comissado de Etica da Faculdade de Medicina Veterinaria da
UNIFEOB.

Inducéo do Estresse. As fémeas nuliparas e primiparas serdo submetidas a 2 tipos de
estresse de acordo com o delineamento experimental. O primeiro tipo de estresse serd
realizado por meio de uma injecdo subcutanea de formalina diluida a 4% (0,2 ml formalina
4%/100 g peso, s.c.). No segundo tipo de estresse, o animal sera contido colocando-o dentro
de um tubo de PVC de 6,5 cm de didametro e 13 cm de comprimento de maneira que o animal
fique imével, sendo suas extremidades fechadas e com orificios para permitir a respiracdo dos
animais. Amostras de sangue serado colhidas durante o periodo de 1 hora apéds o inicio da
sessao de estresse.

Técnica de Canulagcdo da Jugular. Os animais serdo sedados com uma associagao
anestésica preparada em agua destilada com acepromazina (1mg/ml), xilazina (5 mg/ml) e
quetamina (25mg/ml); comprovado o grau adequado da anestesia pelo pingcamento da cauda,
serd realizada a tricotomia da regido cervical, dorsal e ventral do animal. A cirurgia iniciara com
uma unica incisdo de cerca de 1 cm na regido cervical ventral, os tecidos superficiais serdo
divulsionados, tornando possivel a visualizagdo e acesso a veia jugular externa direita. Sera
realizada a pungéo venosa para introdu¢do de uma canula de polietileno, que sera entéo fixada
a musculatura com o auxilio de fio de algodao, sendo a canula exteriorizada na regido dorsal
do pescogo com o auxilio de um trocater utilizando-se o espago subcutaneo (SZAWKA et al.,
2004; FRASAOQ, 2004). Logo ap6s a cirurgia, os animais serdao mantidos em gaiolas individuais
durante 4 dias. No quinto dia, os animais serdo submetidos ao procedimento experimental de
acordo com o descrito a seguir.

Quantificacdo das concentracoes séricas de Prolactina. O sangue da jugular sera
colhido ap6s a cirurgia de canulagdo, sendo centrifugado (CIENTEC CT- 5000R) sob
refrigeracdo (3 a 4°C, 914 a 1112 g/min) para obtencao do soro, o qual sera armazenado em
tubos eppendorf (duas aliquotas de 1,5 ml) a (-20°C) até as dosagens hormonais. Todas as
colheitas de sangue serdo realizadas entre 9:00 e 12:00 horas. O padrdo, horménio para
iodagé@o e o anti-soro que serao utilizados no radioimunoensaio da prolactina serdo fornecidos
pelo National Institute of Arthritis, Diabets and Digestive Diseases & Kidney (NIADDK) através
da National Pituitary Agency (Baltimore, Maryland, USA). A preparagdo da prolactina de
referéncia serd a NIADDK-r-PRL-RP-3 (5ug/ml). Os ensaios de todas as amostras, em
duplicata, serdo realizados no Laboratério de Dosagens do Departamento de Fisiologia de
Medicina da USP, campus de Ribeirdo Preto, ao final dos procedimentos experimentais. O
ensaio para a quantificacdo das concentracdes séricas de prolactina por radioimunoensaio sera
realizado somente quando todas as amostras ja estiverem coletadas, evitando-se assim a
variagdo interensaios, além de uma significativa economia de material.

Citologia Vaginal. A determinacao do ciclo estral serd realizada com o objetivo de
padronizar a fase do ciclo estral durante os procedimentos experimentais. O diagnéstico da
fase do ciclo estral sera realizado por observagdes microscopicas didrias do lavado vaginal.
Este sera realizado sempre no mesmo horario, pois o ciclo estral sofre influéncia de picos
hormonais e dos ritmos circadianos, responsaveis pelas diferengas histolégicas entre as fases
e que ocorrem em intervalos regulares de tempo. Sera utilizado 20ul de solugdo salina (NaCl
0,9%), aplicada com auxilio de pipeta na vulva das fémeas previamente contidas. O liquido
aplicado e aspirado logo em seguida sera colocado sobre uma lamina para ser avaliado sob
microscopio Optico. Serdo identificadas as células tipicas de cada fase do ciclo estral: no
proestro, observando-se uma grande quantidade de células epiteliais nucleadas globosas,
leucocitos e células queratinizadas; no estro, grande quantidade de células de descamacéao
queratinizadas anucleadas; no metaestro, uma grande quantidade de leucécitos.



DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

EXPERIMENTO 1: Influéncia da experiéncia reprodutiva sobre a secrecdo de prolactina
induzida pela injecao aguda de formalina. Ap6s a obtencdo de fémeas nuliparas (n= 10) e
primiparas (n= 10), estes 2 grupos experimentais serdo submetidos a cirurgia para implantagéo
das céanulas jugulares como descrito anteriormente. Apds um periodo de recuperagdo pds-
cirlrgica de 5 dias, serao colhidas amostras de sangue (400 pl) inicialmente em intervalos de 5
min, durante os primeiros 15 min, e posteriormente apds 30 e 60 min apds a injecdo Unica de
solugéo de formalina (0,2 ml formalina 4%/100 g peso, s.c.) Entre 10:00 e 12:00 h da manha.
As amostras assim colhidas serdo centrifugadas e congeladas para posterior quantificagédo da
prolactina sérica. Sera registrada a fase do ciclo estral.

EXPERIMENTO 2: Influéncia da experiéncia reprodutiva sobre a secrecdo de prolactina
durante a aplicagao do estresse por contengdo. apds o periodo de recuperacao pos-cirdrgico (5
dias), as fémeas nuliparas (n= 10) e primiparas (n= 10), 0s mesmos animais serdo submetidos
ao estresse por contengdo durante 1 hora, entre 10:00 e 12:00 h da manha, apés a avaliagdo
da fase do ciclo estral, como descrito anteriormente. durante esse periodo serdo colhidas 5
amostras de sangue da jugular (400 ul) como descrito no experimento 1 (figura 1). as amostras
também seréo centrifugadas e congeladas para posterior quantificagdo da prolactina sérica.

ANALISE ESTATISTICA

As médias da concentragdo sérica de prolactina das amostras seriadas dos grupos de
nuliparas e primiparas, obtidas nos experimentos 1 e 2 serdo comparados utilizando-se uma
ANOVA de Medidas Repetidas (SAS Statistical Analysis System) para observar-se possiveis
modificacdes da resposta da prolactina induzida pelo estresse em funcdo da experiéncia
reprodutiva.
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