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RESUMO: A prolactina € o horménio classicamente relacionado ao desenvolvimento das
glandulas mamarias durante a gestacdo e a produgéo de leite no pds-parto. A liberagéo desse
hormédnio adenohipofisario pode sofrer interferéncia do estresse, resultando assim no aumento
de sua produgéo. Fatores fisiologicos como a experiéncia reprodutiva, soma de gestacao, parto
e lactacao, e a fase do ciclo estral também tem agéo sobre a secrecao de prolactina, reduzindo
sua concentragao sérica. Em estudos anteriores, observamos que a experiéncia reprodutiva é
capaz de modular a liberagdo de prolactina em resposta ao estresse agudo e que esse fato
esta relacionado ao tipo de estresse aplicado em ratas. Nesse contexto, o objetivo desse
trabalho é estudar a influéncia do ciclo estral sobre as concentragées de prolactina séricas
durante a primeira hora de indugéo ao estresse agudo em ratas primiparas e nuliparas.
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INTRODUCAO

A prolactina responde a estimulos estressantes, sendo que sua resposta possivelmente
dependa de suas concentragbes sanguineas antes do estresse. Quando as concentragdes pré-
estresse estiverem reduzidas, ocorre um aumento na concentracdo de prolactina plasmatica,
porém se as concentracbes pré-estresse estiverem elevadas, entdo se observa uma reducao
na concentragao de prolactina plasmatica (FREEMAN et al., 2000 apud DONADIO, 2005).

A secrecao da prolactina é controlada tonicamente pela dopamina secretada pelos neurénios
gue se projetam do nucleo arqueado para a eminéncia média do hipotalamo, os quais formam
o trato dopaminérgico tubero-infundibular. A dopamina € uma catecolamina precursora da
noradrenalina que inibe a secregdao da prolactina adenohipofisaria ao ser carregada pelo
sistema sanguineo porta-hipofisario e atingir as células especializadas denominadas lactrotéfos
(BEN-JONATHAN,1996; CUNNINGHAM, 2004) . Para que ocorra uma resposta adequada dos
lactroto6fos a agado inibitéria da dopamina, € necesséria a presenga de glicocorticdides do eixo
hipotadlamo-hipéfise-adrenal, sendo que essa ag¢do modulatéria ndo depende de
neurotransmissdo dopaminérgica, ja que os lactotréfos possuem receptores para
glicocorticéides (HORVATH et al., 2001).

Sendo assim, o sistema dopaminérgico é o principal fator de inibicdo da secrecéo de prolactina,
considerando ainda que a noradrenalina central atua no receptor adrenérgico a1l com efeito
inibitério deste hormédnio, enquanto que a adrenalina tem efeito oposto atuando no receptor
adrenérgico B2 (SILVA e CASTRO, 2005). Os picos diurnos e noturnos de secrecao prolactina
ocorrem em consequéncia da atividade ritmica semi-circadiana dos neur6nios dopaminégicos
do sistema tubero-infundibular (ANDERSON et al., 2008). Além disso, a secreg¢ao de prolactina
sofre alteragdo durante as fases do ciclo estral, sendo regulada por mecanismos diferentes
durante o proestro e o estro, o que pode ser relacionado a alteragbes na secrecdo de
esterdides. Na tarde do proestro, observa-se um aumento, na forma de pico, na secrecao de
prolactina (GALA e HAISENLEDER, 1986; SMITH e GALA, 1977). Esse pico ja foi descrito ha
algum tempo (ANSELMO-FRANCI e SZAWKA, 2005), sendo que mais recentemente
descreveu-se um pico secundério, que ocorre no inicio do estro (ANSELMO-FRANCI e
SZAWKA, 2005). Na manha do proestro, os niveis de estradiol se elevam e mantém-se altos
até a tarde do proestro, antecedendo os picos de progesterona, LH, FSH e prolactina
(UZUELLLI, 2006). Dessa forma, para uma fémea submetida ao estresse durante a manha do
proestro, ndo havendo coincidéncia com pico diurno de secrecdo de prolactina, esperar-se-ia
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um aumento nos niveis séricos desse horménio, uma vez que a prolactina € um horménio
altamente sensivel ao estresse ( ANSELMO-FRANCI e SZAWKA, 2005; GALA e
HAISENLEDER, 1986; SMITH e GALA, 1977). Este fenébmeno parece depender, pelo menos
em parte, da secrecao de corticoster6ides adrenais (SMITH e GALA, 1977).
Assim, observa-se que existe uma interagdao complexa entre varios tipos de hormbnios, como a
prolactina, os corticosteréides adrenais, e os esterdides que resulta em uma modulagdo da
resposta ao estresse (GALA e HAISENLEDER, 1986; PAN e GALA, 1985 apud Alvisi, 2010;
SMITH e GALA, 1977).
Durante o ciclo estral, a prolactina é estimulada pelo estradiol e pelo hormbénio liberador de
tireotrofina (tirotrophine release hormone — TRH), sendo inibida pela dopamina (ANSELMO-
FRANCI e SZAWKA, 2005). O estradiol estimula a secregcdao de prolactina por inibir os
neur6nios da via dopaminérgica, isso ocorre no momento em que o estradiol estimula o gene
NOS Il na area pré-optica medial e no nacleo medial do hipotdlamo, levando, portanto a
producéo de 6xido nitrico, inibindo assim a producao de dopamina na regido tuberoinfundibular
dopaminérgica na tarde do proestro o que leva a um aumento da prolactina nesse momento do
ciclo. O pico de prolactina ocorre préximo ao pico do horménio luteinizante (LH). A
progesterona por sua vez, inibe essa a¢do do estrogénio sobre a prolactina, sem, no entanto
ter agdo alguma sobre a prolactina isoladamente (ANSELMO-FRANCI e SZAWKA, 2005;
UZUELLI, 2006).
J& se sabe também que a experiéncia reprodutiva, soma dos periodos de gestagdo, parto e
lactacdo, altera as concentragbes de prolactina circulante (KINSLEY e BRIDGES, 1988),
observando-se uma redug@o dos niveis circulantes basais da mesma como j& descrito na
mulher (MUSEY et al., 1987 a, b) e em ratas (KINSLEY e BRIDGES; 1988; MANN e BRIDGES,
1992; BRIDGES et al., 1993). Estudos anteriores em nosso laboratério revelaram que as
fémeas primiparas ndo sdo tdo sensiveis aos niveis de glicocorticéides circulante quando
comparada as nuliparas, 0 que pode ser um sugestivo que essas fémeas possuem uma menor
sensibilidade ao estresse, sendo possivelmente mais resistentes aos efeitos adversos
causados pelo ele (BOCHINI, 2004) e, portanto, menos “ansiosas” também, como descrito
anteriormente (LEITE et al., 2007).
Assim, além de alterar as concentragdes basais de prolactina e possivelmente a sensibilidade
ao estresse e a ansiedade (WARTELLA et al., 2003), a experiéncia reprodutiva leva a uma
reducdo na intensidade dos picos diurnos e noturnos de prolactina (BRIDGES et al., 1993) e
modifica respostas neuroquimicas (HUCKE et al.,, 1998,; HUCKE et al., 2008) e
comportamentais (HUCKE et al., 2001).
Esses fatos somados revelam um efeito modificador do sistema nervoso central exercido pela
experiéncia reprodutiva e sua relagdo com estresse e ansiedade. Nesse sentido, mostramos
recentemente que a secrecdo de prolactina em resposta ao estresse estd aumentada em
fémeas experientes e que esse fato é dependente do tipo de estresse aplicado (HUCKE et al.,
2010). Ainda, como descrito anteriormente, a secre¢do de prolactina pode ser modulada pela
fase do ciclo estral (GALA e HAISENLEDER, 1986; SMITH e GALA, 1977; STERN e VOOGT,
1974; ANSELMO-FRANCI e SZAWKA, 2005). Sendo assim, o presente estudo devera dar
continuidade ao estudo anterior e pretende avaliar a secre¢ao de prolactina durante a primeira
hora de indugéo de estresse em ratas em fun¢do da fase do ciclo estral.

MATERIAIS E METODOS

Serao 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 a partir das 6:00 h. Agua e comida ad libitum. No experimento sero utilizadas ratas
nuliparas e primiparas da mesma idade, obtidas a partir de um grupo inicial de animais, que
serd dividido em dois, sendo um deles acasalado, passando por uma experiéncia reprodutiva
(gestacdo, parto, lactagédo, desmame) e finalmente um periodo de descanso de 15 dias antes
do inicio do procedimento experimental. O outro grupo (nuliparas) permanecera aguardando
todo este periodo de preparagao das primiparas. Todos os procedimentos experimentais estdo
de acordo com as normas relativas ao uso de animais de experimentagdo da Comissdo de
Etica da Faculdade de Medicina Veterindria da UNIFEOB.

As fémeas serdo submetidas a 2 tipos de estresse de acordo com o delineamento
experimental. O primeiro tipo de estresse sera realizado por meio de uma injegdo subcutanea
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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 didmetro e 13 cm
de comprimento de maneira que o animal figue imével, sendo suas extremidades fechadas e
com orificios para permitir a respiragdo dos animais. Amostras de sangue serdo colhidas
durante o periodo de 1 hora apdés o inicio da sessao de estresse.
Dois dias antes da realizagdo dos experimentos sera realizada a cirurgia da canulagéo da
jugular externa esquerda para permitir a coleta sangue.
O sangue da jugular sera colhido apés a cirurgia de canulagao, sendo centrifugado (CIENTEC
CT- 5000R) sob refrigeragéo (3 a 4°C, 914 a 1112 g/min) para obten¢édo 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.
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL. FORAM REALIZADOS DOIS EXPERIMENTOS:
Influéncia da experiéncia reprodutiva sobre a secrecdo de prolactina induzida pela injecao
aguda de formalina no metaestro

Delineamento experimental

Experimento 1: Influéncia da Experiéncia Reprodutiva Sobre a Secrecao de Prolactina
Induzida Pela Injecao Aguda de Formalina no Metaestro

ApOs a obtencao de fémeas nuliparas (n= 10) e primiparas (n= 10), estes 2 grupos
experimentais serdao submetidos a cirurgia para implantagdo das canulas jugulares como
descrito anteriormente. Apds um periodo de recuperagao pdés-cirargica de 2 dias sera realizado
o acompanhamento do ciclo estral diariamente até que seja observado a fase do metaestro.
Nesse dia, serdo colhidas amostras de sangue (400 pl) 10 min antes da aplicagdo do estresse
e aos 1, 2, 5, 10, 15, 30 e 60 min apds a inje¢cdo Unica de solugdao de formalina (0,2 ml
formalina 4%/100 g peso, s.c.) entre 10:00 e 12:00 h da manha (Figura 1). As amostras assim
colhidas serdo centrifugadas e congeladas para posterior quantificagao da prolactina sérica.

Experimento 2: Influéncia da experiéncia reprodutiva sobre a secrecao de prolactina
durante a aplicacao do estresse por contencdao no Metaestro

Apos o periodo de recuperagao pos-cirdrgico (2 dias), as fémeas nuliparas (n= 10) e primiparas
(n=10), serdo submetidas ao estresse por contengédo durante 1 hora, entre 10:00 e 12:00 h da
manha, apds a avaliagdo da fase do ciclo estral, como descrito anteriormente. No dia do
metaestro serdo colhidas 8 amostras de sangue da jugular (400 pl) como descrito no
experimento 1 (Figura 1). Sera colhida também uma amostra basal 10 min antes do inicio da
aplicagao do estresse. As amostras também serdo centrifugadas e congeladas para posterior
quantificacdo da prolactina sérica.

Analise estatisica

As médias da concentragao 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 fungdo da experiéncia
reprodutiva.
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