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RESUMO: A experiência reprodutiva (conjunto de gestação, parto e lactação), está associada a 
alterações na secreção de hormônios, reduzindo hormônios como os esteroides e a prolactina. A 
prolactina possui importante papel no processo reprodutivo, principalmente na lactação, 
controlando a produção e a composição do leite. Este hormônio responde aos estímulos 
estressores, sendo sua resposta dependente das concentrações sanguíneas de prolactina antes 
do estresse. O objetivo deste estudo é avaliar a influência do estresse na secreção de prolactina 
em ratas nulíparas e primíparas durante o estro, dando continuidade a nossos estudos.  
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INTRODUÇÃO 

 
O estresse foi descrito como uma tentativa de adaptação de um sistema biológico, sendo definido 
como uma “resposta não específica do organismo a qualquer demanda” (SELYE, 1973). Durante o 
estresse, são desencadeadas alterações hormonais, sendo caracterizadas pela ativação do eixo 
hipotálamo-hipófise–adrenal (HHA), levando a um aumento dos níveis plasmáticos das 
catecolaminas (NATELSON et al., 1988; KOOB, 1999 apud BIANCHI et al., 2001). Ao mesmo 
tempo, a ativação do eixo HHA resulta em aumento dos níveis plasmáticos de corticotrofina 
(ACTH) e cortisol, no homem e de corticosterona, em ratos (McEWEN, 2000 apud BIANCHI et al., 
2001). Podem ocorrer variações na intensidade da resposta estressora, devido à qualidade e 
intensidade do agente estressor, sexo e fase do ciclo reprodutivo (BIANCHI et al., 2001). 
Recentemente, também foi revelado que a experiência reprodutiva em fêmeas pode modificar sua 
sensibilidade ao estresse (ALVISI et al., 2010). 
A adenohipófise produz diversos hormônios, entre eles a prolactina, que desempenha importante 
função na manutenção da lactação, regulando a produção e a composição do leite 
(CUNNINGHAM, 1999). Já se sabe que a secreção de prolactina é controlada predominantemente 
pela dopamina (sistema dopaminérgico), que inibe sua secreção pelas células lactróficas da 
adenohipófise (BEN-JONATHAN,1996). A dopamina por sua vez pode sofrer a influência de 
glicocorticóides que modulam sua ação (HORVÁTH et al., 2001). Estudos demonstram que o 
estresse pode aumentar os níveis de prolactina plasmáticos em humanos e animais, incluindo os 
ratos (NOEL et al., 1972; REIS et al. 1988 apud LURAS et al., 2009).  
Pesquisas mostram que as alterações da concentração de prolactina circulante em fêmeas com 
experiência reprodutiva (primíparas) são menores (MUSEY et al., 1987), além de apresentarem 
uma resposta neuroendócrina de secreção de prolactina com menor intensidade quando 
comparadas as nulíparas (BRIDGES et al., 1993). A resposta da prolactina perante o estresse 
depende da concentração plasmática dessa durante o pré-estresse. Assim, quando as 
concentrações de prolactina plasmática pré-estresse estiverem baixas, no pós-estresse essas 
tendem a se elevar (DAVE et al.,2000). No entanto, se as concentrações de prolactina estiverem 
altas no pré-estresse, ocorre uma diminuição em sua concentração no pós-estresse (POLETINI, 
1998 apud DONADIO et al., 2005). Ainda mais, a secreção de prolactina pode variar de acordo 
com o ciclo estral (SMITH, et al., 1975). Considerando, então, que a experiência reprodutiva pode 
modificar a secreção de prolactina em resposta ao estresse agudo por contenção como 
demonstrado em nossos estudos anteriores (BOCHINI, 2004; ALVISI et al., 2010), o presente 
projeto pretende dar continuidade a esses estudos, de forma a avaliar a influência do ciclo estral 
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sobre a secreção de prolactina induzida pelo estresse, em função da experiência reprodutiva, uma 
vez que essa hipótese foi testada apenas no proestro até o presente momento.  
 
MATERIAIS E METODOS 
  
Serão utilizadas ratas da linhagem Wistar obtidas no biotério do Curso de Medicina Veterinária da 
UNIFEOB. Tais animais serão alojados em biotério de temperatura controlada (20 a 23ºC) e ciclos 
de luz de 12 horas de claro/escuro com água e comida ad libitum. Serão utilizadas ratas nulíparas 
e primíparas da mesma idade, obtidas a partir de um grupo inicial de animais, onde essas fêmeas 
serão submetidas a dois tipos de estresse. O primeiro tipo de estresse será realizado por meio de 
uma injeção subcutânea de formalina diluída a 4% (0,2 ml formalina 4%/100 g peso, s.c.). No 
segundo tipo de estresse, o animal será contido colocando-o dentro de um tubo de PVC de 6,5 cm 
de diâmetro e 13 cm de comprimento de maneira que o animal fique imóvel, sendo suas 
extremidades fechadas e com orifícios para permitir a respiração dos animais. Amostras de sangue 
serão colhidas durante o período de 1 hora após o início da sessão de estresse. Todos os 
procedimentos experimentais observaram as normas relativas ao uso de animais de 
experimentação da Comissão de Ética da Faculdade de Medicina Veterinária da UNIFEOB. 

 Para coleta de sangue os animais passaram por uma cirurgia de canulação, sendo sedados 
com uma associação anestésica de xilazina (5 mg/ml) e quetamina (25mg/ml). Logo após a 
cirurgia, os animais serão mantidos em gaiolas individuais durante 4 dias. No quinto dia, os animais 
serão submetidos ao procedimento experimental de acordo com o descrito a seguir. O sangue da 
jugular será colhido após a cirurgia de canulação, sendo centrifugado (CIENTEC CT- 5000R) sob 
refrigeração (3 a 4°C, 914 a 1112 g/min) para obtenção do soro, que será armazenado em tubos 
eppendorf  a -20°C, até as dosagens hormonais. A dosagem de prolactina será realizada por 
Radioimunoensaio fornecido pelo National Institute of Arthritis, Diabets and Digestive Diseases & 
Kidney (NIADDK) através da National Pituitary Agency (Baltimore, Maryland, USA). 

 
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

  
Experimento 1: Influência da Experiência Reprodutiva Sobre a Secreção de Prolactina 
Induzida Pela Injeção Aguda de Formalina no Estro 
Após a obtenção de fêmeas nulíparas (n= 10) e primíparas (n= 10), estes 2 grupos experimentais 
serão submetidos à cirurgia para implantação das cânulas jugulares como descrito anteriormente. 
Após um período de recuperação pós-cirúrgica de 2 dias será realizado o acompanhamento do 
ciclo estral diariamente até que seja observado a fase do estro. Nesse dia, serão colhidas 
amostras de sangue (400 µl) 10 min antes da aplicação do estresse e aos 1, 2, 5, 10, 15, 30 e 60 
min após a injeção única de solução de formalina (0,2 ml formalina 4%/100 g peso, s.c.) entre 
10:00 e 12:00 h da manhã (Figura 1).  As amostras assim colhidas serão centrifugadas e 
congeladas para posterior quantificação da prolactina sérica.  

 
Experimento 2: Influência da experiência reprodutiva sobre a secreção de prolactina durante 
a aplicação do estresse por contenção no estro 
Após o período de recuperação pós-cirúrgico (2 dias), as fêmeas nulíparas (n= 10) e primíparas 
(n= 10), serão submetidas ao estresse por contenção durante 1 hora, entre 10:00 e 12:00 h da 
manhã, após a avaliação da fase do ciclo estral, como descrito anteriormente. No dia do estro 
serão colhidas 8 amostras de sangue da jugular (400 µl) como descrito no experimento 1 (Figura 
1). Será colhida também uma amostra basal 10 min antes do início da aplicação do estresse. As 
amostras também serão centrifugadas e congeladas para posterior quantificação da prolactina 
sérica. 
 
Análise estatísica 
 
As médias da concentração sérica de prolactina das amostras seriadas dos grupos de nulíparas e 
primíparas, obtidas nos experimentos 1 e 2 serão comparados utilizando-se uma ANOVA de 
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Medidas Repetidas (SAS Statistical Analysis System) para observar-se possíveis modificações da 
resposta da prolactina induzida pelo estresse em função da experiência reprodutiva.  
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