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1. INTRODUCARO

4 hip&6fise anterior compreende varios tipos
celulares., gque secretam diferentes hormtnios. No homem,
aproximadamente 15 a 2854 dessas células 3o lactotrofos,
celulas secretoras de prolactina (PRL).Estas células, embora
dispersas no  lobo anterior, predominam na sua reglido
postero—-lateral (KOVACS e HORVATH, 1984).

A FRLL tem aclies sobre a gléandula mamaria, onde seu
efeito & mamogénico, lactogénico e galactopoiético, e sobre
a fertilidade. H& receptores especificos para FPRL nas mamas.
figado, supra-renais, préstata, testiculos e ovarios.

Como a&a PRL & o hormonio hipofis&rio que se
encontra aumentado com maior frequéncia, e o0s tumores
produtores de FRL s3o os mais frequentes entre os tumores
secretores hipofisarios, reveste-se de importé&ncia o estudo
de farmacos que potencialmente possam atuar sobre a secrecio
hormonal & a proliferaciio celular dos lactotrofos. Em
roedores, o estrogeno e, classicamente. um estimulador da
secrecdo da FPRL e da hiperplasia de lactotrofos. No entanto,
a interacso de estragenos com progest&genos ou
antiestrdégenos, extensivamente avaliada em outros Orgsos-—
alvo para os esterdides sexuals, & pouco explorada  em
relac¥o ao tecido hipofiséario. Com a intencio de ampliar o

conhecimento nesta &rea, a proposta basica deste estudo foi
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a avaliac3o da interac®o do estrégenoc com um antiestrogeno
nio—esterdide., (] tamoxifen, e do estrégeno com Lum
progestageno, o acetato de noretisterona. 0s parametros
utilizrados nesta avaliac%o foram o peso hipofisario, a
secreco de FRL e a contagem celular de lactotrofos.
identificados através da técnica imuno—histoquimica. [
inclusd3o da bromocriptina, um agente antidopamineérgico.
permite a comparagfio com um modelo bem estabelecido de
inibicd%o da secrec3o da FRL, e permite também a extens3oc do
conhecimento sobre os efeitos celulares desta droga a nivel
da hipafise de ratos., que ainda apresenta alguma
controvérsia. 0 uso combinado do tamoxifen, do progestageno
ou da bromocriptina, busca investigar a possibilidade de
potenciac¥o de efeitos, com vistas a utilizac3o clinica em
situactes especiais. Inicialmente serdo feitas consideracties
sobre a regulacXo hormonal da func®o lactotréfica, e a
interacio estréogeno-progesterona em outros tecidos—alvo que
ndo & hipbfise. A seguir serd revisado o conhecimento atual
quanto aos efeitos hipofisarios do estrégeno, do tamoxifen,
da progesterona e da bromocriptina, num primeiro momento em

roedores, e logo apb6ts em humanos.

1.1. REGULACADO HORMONAL DA FUNCAD LACTOTROFICA

Os lactotrofos s3o heterog&neocs. Nas hipofises

adultas de varias espécies, além de celulas que secretam

apenas PRL, existem outras com capacidade de secretar PRL e

3



normenio  do crescimento (GH) . chamadas mamosomatotrotos. O
paercentual dessas celulas @ muwito variavel (FRAEWLEY & cols..
L9851 LEONG & cols.. 19d3) . possivelmente devido &
conplexidade das tecnicas de avaliacdo utilizadas para o seu
reconnecimento. Alem dessa heterogeneidade anatomica, existe
uma neterogenelrdade Tuncional, tendo em vista a exlistencia
de dois "pools" de liberacao de FRL. um rapido e um lento.
Ate o momento ndo esta esclarecido se estes estogues de FRL
residem na mesma celula ou em células diTerentes. “
neterogeneldade funcional também s manifesta nas respostacs
a estimuios como o do hormtnio liberador de tireotrofina
(TRH)Y & da dopamina, aue variam conforme & reglido da
hipofise (RBOOCKFOR e FRAWLEY. 1987).

A prapria FPRL. por sua vez,., também & heterocoenesa.
na medida em gque apresenta variantes moleculares (ROGOL &
ROSEM. 1974: SUH & FRANTZ, 1974).

A liberacdo da PRL ocorre de maneira pulsatil. =
soTre oscllacdes na puberdads e aravidesz, quando aumenta =m
conseguenclia  da elevacdo do estrooeno, Sua secreclo  esta
sob controle de mecanismos hipotalamicos, de auto-regulacao.
e de interacdo com outras celulas e ftatores hipofisarios.
Recentemente., a regulacdo dessa secreciio Tol extensamente
revisada (LAMBERTS e MACLEOD, 19%0).

A& regulac¥o hipotaliamics & exercida atraves de
fatores ilnibidores e liberadores,. sendo a inibicdao  tonica
prevalente. Entre os fTatoraes inibidores sobressal a acao da

oDpaminea , produzida por newrdnlios tubero—intundibulares do



nucleo argueado. Estes neurdniaos terminam nNa eminencis
meEdiana. estrutura altamente vascularizada. onde & dopamina
@ transterida para a circdlacdo oporta-~hipoTisaria. 4
dopamina  i1Qualmente e encontrada no lobo posterior da
hipGfise, oriunda principalmente de neuronios do nlucleos
arqueado, podendo & partir dai alcancar a hipofise anterior.
atraves dos vasos portais curtos (BEN-JONATHAM. 1985). Na
Mipofise. & 1nibicdo da liberacdo da PRL se faz atraves da
interacdo da dopamina com receptores DZ2. 0 acido gama-
aminobutirico (BABA) tambem pode atuar como inibidor da FRL.
embora em situactes especificas possua  um compons2nte
estimulatdrio.

s  fatores implicados na liberacdo da FRL s&ac
muitons, destacando-se o TRM, & serotonina, o peptidio
intestinal vasocativo (VIF) 2 o peptidio histidina-isoleucina
(FPHI)Y. O VIP e o PHI s3oc peptidios analogos, sintetizados
como patrte de um pro—hormonio. Embora o aumento aoudo dos
niveis da FRL provocado por varios tipos de estresse & pela
succdo possa resultar da diminulicido de fatores inibidores, @
mals provavel ogue Tatores estimuladores especificos estejam
envolvidos. Enguanto a liberacdo aguda de FRL no estresse 2
provavelmente mediada pela secrecdo de VIF e FHI. vindos do
gistema tuberp-infundibular, a resposta &4 succho esta aopenas
parcialmente sob controle do VIF e FHIL, & pode ser regulada
por  um  hormonio do lobo posterior da nipofise (REICHLIN,
1988). A Tavor dessa teoria estda o Tato da liberacao de FRL

pos—-succdo ser completamente abolida pela neurolobectomia

4



{MURAT e BEN-JONATHAN, 1987), enguanto essa intervencin ndo
ologuelsa A liberacdo pos-sesbresse. A estrutura auimica dests
Tator liberador de FRL ainda € desconhecida. bam como sua
origem celular, poréem esta demonstrado gue e tecido-—
especlifico 2 =1 localiza princilpalmente o looo
intermediario da hipofise,., junto aocs melanotrotos. onde sBo
produzidos o alfa-MSH (hormonio melanccito estimulante) 2 a
beta-endorfina (LAUDON & caols.. 19901,

0 principal mecanismo de auto-reculacfio se Taz

atraveés de retroalimentacdo de alca-curta., envolvendo

0

sistema tubero—-infundibular. por interferencia com a
dapamina hipotald#micay wm mecanisno de menor importaEncia & o
ge alca ultra-curta. gus ndo reguer Transporte vascular: =a
inTluencia do hormonio & local.

0 controle paracring se Taz especlialmente atraves
da interacdo entre gonadotrofos = lactotrofos (DENEF e
ANDRIES, 1983: CLARKE e CUMMINS, 1987). B&o varios os
peptidios e Tatores de crescimento aque. sintetizados no
local, podem nterferir com & regulacdo paracrina da FRL
tver revisio de JONES e cols.. 19907.

Estraaencs e progesterona, por i1ntertergncia com
fatores hipotalamicos = por acdo direta no lactotrofo, Tem
participacdo definida como moduladores da secrecfo da FRL
{FINK, iz88). Outraos narmonios periftericos, ComD
testosterona, tiroxina. glicocorticoides (=] rnsulina,

desempennam um papel modulador.

H



1.2. INTERACARO ESTROGENOD-FROGESTERONA NOS TECIDOS-ALVO

0 estrogeno e a progesterona sio esterdides qgue
atuam nos sistemas reprodutivo, hipotalamo—-hip&ofise,
hepatico, renal e imunitario. &, no entanto, sobre os 6Grg3os
reprodutores femininos gue seus efeitos bicldgicos s3o mais
estudados.

No atero, o estroaeno promove alteractes
metabdlicas, como & embebigio aguosa, e alteraces na
biossintese, que culminam com a hipertrofia e hiperplasia
celular (CLARK e cols., 1992). Nesse 4rgdo, a progesterona
promove atividade secretora do endométrio,. sendo mantida a
proliferacgdo do estroma na preparagido para uma eventual
gravidez.

Ma mama, condicionado & presenca de hormGnios
hipofisarios, o estrogeno estimula a proliferacéo do
epitélioc ductal (FRANTZ e WILSON, 1992), enquanto o efeito
da progesterona =1=] expressa principalmente no
desenvalvimento lédbulo-alveolar (TOFFER e FREEMAN, 1980) ,
novamente num preparo do 6rg¥o para o exercicio de sua
func3o diferenciada na gravide:z.

0 estudo da interac&o estrogeno—-progestageno e
complexo. Jj& que a atividade da progesterona sobre a
proliferacio mediada pelo estrogeno = diversa, na
dependéncia da espécie estudada, dos diferentes tipos
celulares de um mesmo &rg3o e das oscilacies no nivel

estrogeénico (CLARKE e SUTHERLAND, 1990).
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Classicamente, @& progesterona e progestagenos
inibem a proliferac3o celular mediada pelo estrdgeno no
endométrio (WHITEHEAD & cols.. 1981:; LAME & cols., 1986). Os
principals mecanlsmos responsavels por esta aclo  inibit&ria
wHO o efeito de regulscio negativa sobre receptores
estrogénicos & os efeitos sobre a sintese & o metabolisme do
estrdaeno. Assim, os  niveis celulares cloy receptor
estrogénico s¥o0 menores sob administracio de progesterona
(HBUEH e cols., 1976) ou prooestégenos (TSENG e GURFPIDE,
Y9EEY . Faralelamente, a progesterona interfere com a
atividade da enzima 17-betahidroxiesterdide-desidrogenase,
responsavel  pelo principal mecanismo de  inativacHo do
estrogeno, Jque & sua conversdo s metabdlitos com afinidads
reduzida pelo receptor estrogénico. A atividade dessa enzims
esta aumentada na fase luteinica (TSENG & GURPIDE, 19743
SCHMIDT-GOLLWITZER & cols., 197%9) e também com a
administragdo de progesterona ou progestagenos.,”"in vitro" ou
"in vivo" (TSENG = GURFIDE. 197%5).

Embora o efeito inibitério da progesterons sobre a
agio estrogénica ndo sejia tHo intenso na mama como no Gtero,
em cultuwra de tecido mamario normal se  observa efeito
supressiva  sobre & multiplicaco celular e estimulo na
diferenciacio celular (GUOMFEL = cols., 19853 GUOMFEL e cols.,
1984; MALET e cols.. 19848).

fimsim  como no Gatero, na mama &  progesterona
diminui o0 nivels de receptores estrogf®nicos na Tase

luteinica (KUTTENN & cols.., 1981). Nas mesmas condigbes &



observado aumento na atividade da enzima Ll
betahidroxiesterdide-desidrogenase (FOURNIER e cols., 1982).

Embora até o momento tenha sido salientado o
efeito da progesterona sobre receptores estrogeénicos, &
importante assinalar que & administracio previa de
estrogeno, aumenta, por sua vez, os niveis de receptores de

progesterona nas células—alvo (ECKERT e KATZENELLENBOGEN,

1981).
1.3. ESTROGENDOS E HIPOFISE
1.3.1. O MODELO EXPERIMENTAL

Na hip&6fise de ratos, o estrégeno provoca aumento
da atividade secretora e mitdtica, afetando varios tipos
celulares mas, principalmente, os lactotrofos (LLOYD e
cols., 1I278).

0 mecanismo de agio através do qual o estrdgeno
expressa estes efeitos @ complexo, englobando aclies diretas
e indiretas.

As acties diretas envolvem sitios de ligac%@o
especificos em tecidos—alvo para o estrégeno. Segundo a
teoria classica, o estrbégeno, dissociado das proteinas
plasmaticas, se difunde na célula e se liga com o receptor
estrogeénico citoplasmatico. Esse complexo, apos ser ativado.
& translocado para o ndcleo onde interage com aceptores,

resul tando @m ativagio da RNA polimerase e da DNA

e i —
s
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polimerase, dando inlciog respectivamente., a sintese
protéeica e a proliferacdo celular. No entanto, a partir de
estudos de localizac8o de hormtnios esterocides através da
imuno—histoquimica, foram observados receptores estrogenicos
primariamente nucleares (KING e GREENE, 1984; WELSHONS e
cols., 1984).

A adigXo de estradiol, em niveis fisioldbdgicos ou
suprafisiologicos, ao meio de cultura de c&lulas
hipofisdrias de ratos e ovinos, aumenta a liberacio da FRL &
reverte o efeito inibitdrio de agonistas dopaminérgicos,
demonstrando uma agdo direta (NICOLL e MEITES, 19623 RAYMOND
e cols., 19783 VICIAN & cols., 1979).

As  acgtes indiretas s%o0 secundé&rias as varias
alteractes hipotala&micas, funcionais (=] morfolédgicas,
provocadas pelo estrdoeno. Neurtnios na regido do nlacleo
arqueado, periventricular e zona incerta, os quais contém
tirosina-hidroxilase, enzima—chave na sintese de dopamina,
acumulam altas concentrages de IZH-estradiol, Como
determinado por teécnica de auvtorradiografia e imuno—
histoguimica (SAR , 1984). A atividade dessa enzima decresce
acentuadamente com a administraci3o cronica de benzoato de
estradiol por 7 dias (LUINE e cols., 1977). efeito mantido
durante 8 semanas de tratamento (NAFTOLIN e cols., 1988). Em
estudo recente, observou-—se gue a intensidade da
imunorreatividade para tirosina—hidroxilase esta gquase
ausente com 30 dias de implante de dietilestilbestrol, e

que. apbs &0 dias de tratamento, n3o hi& mais revers3o desse



orocesso  (EL-AZOUII & cols.. 1990). Em acordo com esses
achados, apos administracio cronica de estradiol =1
constatam nivelis suprimidos de dopamina tissular na
eminencia media (CASANMUEVA e cols., 198Z2)., bem como no
sangue porta-hipofisario (CRAMER & cols., L979). N&o apenas
08 nivelis absolutos de dopamina estdo diminuidos,. mas também
a transmissdo dopaminerglica esta alterada, gerando respostas
Lnadeguacdas a agonistas dopaminerglcos como & nomitensina, 2
antagonistas como a domperidona (CABANMUEVA & cols.. L982).

AC microscoplo Gptico & eletrdnico, o nipotalamo
de ratos gque receberam tratamento estrooenico prolonaado
apresentam alteracdess patologicas na reglidan  do nucleon
argueado (CASANUEVA 2 cols.. 1982). A observacdo de SAREAR =
cols. (198%2) sobre o eTelto neurotoMico da propria
Niperprolactinemia nessa regido ndo Tol pasteriormente
contirmada (EL-AZDUZI e cols.. 1990).

A anterterégncisa  com outros fatores reouladores
poderiam ainda mediar o efelrto estrogenlco. AsSsim. o
@stroaeno  provoca aumento do VIF na hipofise e 2 emingncia
media, peptidio este gue estimula a PRL no rato & no  homem
(FRYSOR-JONES & cols., 1788).

Recentemente. a partir do conhecimento da
existencia de wum Tator liberador de FRL na hipoTise
posteriotr {REICHLIN, 1988). tentou-se identiticar o
principal sitio de acdio sstrogenica na liberacdo de FPFRL: se
no hipotaiamo, na hipofise anterior ouw posterior. A infusiao

aguda de estradiol, em ratos submetidos a seccdo da haste
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hipoTisaria, n&ao provocou aumento nos niveis da i oy B
demonstrando falta de resposta da hipofise anterior,
enguanto am  ratos submetidos & lobectomia posterior da
nipofise., o 2 aumento da FRL foir  pegueno, suogerindo  acio
parcial hnipotalamica (MURALI e BEN-JOMATHAN. L990). Os
autores cancluiram sobre a i1mportancia da hipoTise posterior
na medliacdo do efeito agudo do estroaeno na liberacio da
PR, seja por acdo dirsta nesta regildo, OUw VIA  NELrDrLlos
Mipotaldmicos gue ai terminam (MURALD & BEN-JONATHANM. 19907,
fALnds  em relacdo a hipofise posterior. & administracio ae
estradiol sob a Torma de implante. ndo aTtetou o contelado ae
dopamina ai liberada por terminals nervosos. enguanto  se
opbsarvou reducdio de 604 na dopamina da emin®ncia media,
mostrando  resposta diferencial ag esstrooeno nesses dols

sistemas dopaminérgicos (BURGETT e cols., 1990j5.

0 estimulo na sintese de FRL envolve aumento da
abtividade do FKNA mensagelro da FRL (mRNA  FRL) (STONE e
cols.., 12773 RYAN e cols.. L97%9)., recentemente tambéem
demonstrada através da analise da hibridizacdo 1in situ
(MNOGAMI e cols.. 198%). 0 acumulo do mRNA FRL reflete
alteraciiss ao nivel transcriclional, possiveimente oot
ligacd@o do receptor estrogenico a sequencias oe DNA proximas
do gen da FRL (MAURER e cols., L1l9%90). Aumento na atividade
do mRN& FRL j& e detectado & a 12 horas pos-—estrogeno (SE0 e
cols., 1979: MAURER. 198Z2). A transcricdo do gen da FRL e

continuamente estimulada 2448 horas Aapos uma unica
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administracao de estradiocl, com doses de 1 a 100 mca/animal
(SHULL e GORSKI, 198%9). Dois dias apbs a descontinuagio do
estrogeno, essa atividade diminui & 50%4 do estimulo méaximo
(STONE e cols., 1977) e, aos 13 dias, h& retorno aos niveis
pré—estimulo (SE0O e cols., 1979). Aumento no conteddo de FRL
hipofisaria & observado 30 horas ap6s administracdo de
dietilestilbestrol (JACOBI e cols., 1977).

Além do acuamulo de mRNA FRL €m células
individuais, contribui para o aumento do total de hormé@nio
sintetizado, a multiplicacfo das células produtoras de FRL.
via estimulo mitog&nico do estrbgeno.

Outro efeito do estradiol & o aumento no contetdo
de PRL intracelular, gue envolve, além do aumento da sintese
desse hormtnio, diminuicHo na degradacio ou aumento na
capacidade celular de armazenamento (KIINO e DANNIES, 1981).
Este efeito & acompanhado pelo aumento de volume das células
que contém PRL, diminuic3o no tamanho dos gr&nulos de
armazenamento e aumento do reticulo endoplasmatico (RER) e
aparelho de Golgi (McCOME e cols., 1981).

As primeiras alteragtes histopatolégicas, isto e,
aumento das células acidofilicas, com aumento no numerc de
vacliolos, s%o vistas no sequndo dia apbs o inicio do
tratamento com estrogenc (VAN NESSELRODIJ e cols., 1991),
sendo  observada uma hipertrofia celular acentuada com 4
semanas de uso de ésteres do estradiol (CASANUEVA e cols.,
1982) .

As células imunorreativas para FRL, na hipbfise



do rato adulto, sdo classificadas em guatro tipos, de acordo
com a forma celular & o digmetro dos ardnulos nelas contidos
(NOGAMI e YOSHIMURA, 1982). A relaclo entre esses tipos pode
ser alterada pelo wso do estrdgeno, talvezr refletindo
diferentes estaoios funcionais (NOBAMI, 19843 VAN FPUTTEN e
KILIAAN, 1988: TONG & cols.. 1920). No entanto. do ponto  de
vista histoldégico, o dado gue mais chama a atencdio & o
aumento na populacio total de lactotrofos.

0 aumento na atividade mitdética & constatado
atraveés da contagem do namero de células em mitose. ow do
ntmero de lactotrofos, tanto em secciies hipofTiséarias coradas
com hematoxilina-eosina (LLOYD e cols.. 1975 como em
secoles tratadas com o processo inuno-histoguimico (FEREZ e
colsa ., 1286y MecCOMB e cols., 1986&6:; FPRYSOR-JONES e cols.,
1988 OLIVEIRA, 1989), ou células hipofisarias em cultura
tratadas pelo mesmo método  (LLOYD, 1983%)y. & pogssivel
igualmente observar um aumento no numero de mitoses através
da estimativa da incorporacio de ZH-timidina em DNA "in
vitra" (JAHN & cols, 1982) ou "in viveo" (LLOYD e cols.,
1978)., ou ainda através de alteracso na atividade da DA
polimerase (JAHN & cols.. 1980).

A proliferac3o celular precede a formacio de

adenomas (KOVACS e cols.. 1980), gus as veres podem ser

denonstrados i& a partir de 10 semanas de estimulo
satrogéenlico (CASANUEVA e cols.., 19823 . Habe—-se ., no
entanto,que a hiperplasia dogs lactotrofos Varila &im

intensidade de acordo com as cepas, sendo os ratos Fischer



44 mals sensiveis gue os Sprague-Dawley (ELIAS e WEINER,
1984y SCHECHTER e cols., 1287), gus os Holtzman (WICKLUND e
cols., 19811, & gue os Wistar-Furth (FRYSOR-JOMES & cols.,
1988) . 0 fator responsavel pelas diferentes respostas
proliferativas & hipofisério, sendo sugerida & perda de  um
mecanismo de controle de proliferacdio nos ratos sensivels
(WICKLUND = GORSKI, 1982).

0 uso cronico de estrégeno também & acompanhado de
uma praoliferacio vascular na hipofise (NIWA & cols., 1987).
Mas cepas sensivelis a tumores essa arteriogénese Com
circulacido direta para a hipbfise & mais acentuada (ELIAS e
WEINER, 12843 SCHECHTER e cols., 1287). A angiogénese pode
estar relacionada ao aumento do fator de corescimento de
fibroblastos, observado em ratos Fischer 244 com implante de
estradiol (BCHECHTER e WEINER, 1991). A sensibilidade ao
tumor &, portanto, fortemente influenciada por fatores

geneticos.

1.3.2. EFEITOS DO HIPERESTROGENISMO NA ESPECIE HUMANA

Os efeitos da administracio de estrdgeno sobre a
hip&dfise humana foram estudados em diferentes situacgbes
fisiolbgicas e patoldogicas.

0 uso créonico tanto de etinilestradiol, como  de
estradiol, promove um aumento nos niveis médios de FRL  em
relac3io & grupos controle. Essa observac3o fToi feita em

varias situacgtes, como em homens usando estrogeno em altas
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doses, portadores de carcinoma de prastata (FRANTZ e cols.,
1972) ou transexuais (ASSCHEMAN e cols., 1988 a e b):; em
mulheres ciclando normalmente (VEKEMANS e ROBYN, 1975):; em
menopausicas (YEN e cols., 1974; HELGASON, 1982); em
hipogonddicas (EHARA & cols., 19763 JUDD e cols., 1979); e
em meninas normais usando estrdgeno como terap@utica para
altura excessiva (HANKER e cols, 1979). Contudo, a elevacio
da FRL & moderada, na maioria dos casos n3o caracterizando
uma hiperprolactinemia real. Entre os fatores determinantes
da ocorrégncia da hiperprolactinemia estdo a concentrac3o
absoluta do estrédgeno, a durac3o da exposigdo e ainda a
alteragio dos niveis da globulina ligadora de hormBnios
esterdides (SHEG), da gual depende o nivel de estrbgeno
livre (GOH 2 RATNAN, 19%0).

Com relag¥o a elevag®™o da FRL associada ao uso de
anticoncepcionais orais (ACO), a revisdo de varios estudos
mostra resultados controversos (REYNIAK e cols., 1980) .
Trabalhos recentes reforgam & idéia de aumento na
concentrac3o da FRL causada pelos ACO (LUCIAND e cols.,
1985). A falta de uma conclus3o clara sobre o tema pode ser
justificada com base nas inumeras variaveis que fazem parte
das observacles publicadas, como por exemplo, o namero de
amostras utilizado para representar o valor da FRL, a hora
da coleta, a idade da paciente e fase do ciclo em que foi
realizada a coleta  (sabe—-se gque a prolactinemia &
significativamente maior nas mulheres mais jovens (VEKEMANS

e ROBYN, 1975) e na fase luteinica do ciclo (FANSINI e



cols., 1983)), as diferentes dosagens dos ACDO & o nlmero de
pacientes observadas. Além do mais. ¢ guestionavel a
definicXo de "hiperprolactinemia", se n¥o for levado em
conta gue a distribuig3o de seus valores na populacio ni3o &
normal (DAVIS e cols., 1984: HWANG e cols.. 19846). Estas
questies tém um peso fundamental na andlise, considerando-se
que a elevagio nos niveis da PRL, guando presente, mesmo
sendo significativa, & modesta.

Como n¥o fol observada associac¥o entre elevacio
da PRL & dose do estrdgeno por pilula,. ou tempo de uso dos
ACO  (SCOTT e cols., 19783 REYNIAK e cols., 19803 LUCIAND e
cols., 19€85), mulherss gue desenvolvem hiperprolactinemia
com ACO seriam mais sensiveis aos efeitos do estrdoeno
exdgeno. Esta teoria encontra respaldo no fato de que
mulheres que tiveram aumento da PRL com ACO no passado
apresentam ampliac¥o da resposta da FRL a um teste agudo com
estradiol (LUCIAND & cols., 1285).

Um segundo ponto a ser considerado diz respeito A
proliferagdo celular na hipbfise humana com o uso de
estriageno exdgeno.

J& em 1969, estudando as variacgtes entre os sub-—
tipos de células acidofilicas em pacientes com diferentes
condiges estrogénicas, GOLUBROFF e EZRIN observaram qgue um
paciente masculino, tratado pot 3 anos com
dietilestilbestrol, apresentava  aumento no percentual de
células secretoras de FRL. Como os achados n&3o se repetiam

em outros pacientes nas mesmas condiclies, foi postulada
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cdiferenca individual ma suscetibilidade & afeitn
getimulador do estrduenc.

Fosteriormente, foi demonstrado aumen to
hipofisdric em 9 de 19 pacientes masculinos ogue realizaram
estudo tomogr&fico por  apresentarem hipesrprolactinemia
relacionada ao wso de estrdgenos {(ASECHEMAN & cols.. 17988 a
e bl.

0 estrooeno Told dmplicado na etiolooia de
prolactinomas em pelo menos I3 oubtros casos, embora em nenhum
deles possa ser excluida a existéncia de um microadenoma
previamente ndo diagnosticado (GOOREN e cols., 1988: PANTEON
e cole., 1988: BEVAM e cols., 1289). Conhecendo-se, no
entanto, & evolugdEo natwral dos microprolactinomas. gue
crescem rara e vagarosamente, ou n3do crescem (MARCH e cols. .,
1981; SI8AM e cols., 19873 S8CHLECHTE e cols.., 198%9). o
estriogeno poderia ter interferido na evolugiio destes casos.

A assocliaclo do uso de ACO e desenvolvimento de
prolactinomas foi avaliada tanto do ponto de vista da
incidéncia de adenomas en populacHo fazendo wso de ACO
(WINGRAVE & cols., 1780), como analisando as usuarias de ACD
rnuma amostira de portadoras de adenomas hipofisérios (SHERMAN
e cols., 1978; MAHEUX e cols., 1982:; Fituitary Adenoma Stady
Group, 19833 HULTING e cols., 128%). Nos estudos caso-
controle, o namero de usuarias de ACO nEo @ malor no  grupo
portador de prolactinomas. Guando o ACD foi indicado para
contrale da natalidade, o risco relativo de prolactinoma foi

2 . passandao & 7,7 guando  indicado por irregularidade
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menstrual (SHY e cols., 1983). Novamente, a associaco ACO-
praolactinoma poderia refletir casos previamente nEo
diagnosticados.

Finalmente devem ser consideradas as possiveis
consequencias do estrogeno sobre  adenomas hipofisarios
comprovados. 0 aumento acentuado nos niveis de estrageno
endogeno  durante a gravidez normal, leva & hiperplasia de
lactotrofos, congestlo vascular e consequente aumento no
volume hipofisario (FEILLON e cols, 1970). Em mulheres com
prolactinomas, este estimulo pode promover a expans3o do

tumor. 0 risco de expans3o tumoral sintomatica na gravidez &

da ordem de 1,6%4 para microadenomas e 1545% para
macroadenomas (MOLLITCH, 1985). Em trabalhos recentes,
utilizando o estudo comparativo Coim a tomografia

computadorizada no periodo pébs—parto, os achados n3o s%o
uniformes. Enquanto uns n3o observaram progress3o no tamanho
do  adenoma (BRICAIRE e cols., 1988), outros observaram
aumento do volume tumoral, embora nunca maior gue 2,5 mm de
difmetro, M todas as pacientes observadas, com
microadenomas & ovulaci3o induzida pela bromocriptina (TOFFLE
e cols., 1988). Apesar da expans3o tumoral poucas vezes ter
expressidio clinica significativa, ela justifica o emprego de
um tratamento preventivo para esta complicacg8o, como por
exemplo, o uso de bromocriptina por um periodo minimo de &6 a
12 meses antes da concepcdo (OLIVEIRA, 1991).

Com relacsoc ao estrogeno extgeno, as agles parecem

=] expressar de maneira diversa nos micro =]
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macroprolactinomas. 0 estrogeno contido em antlconcepclonals
auando usado por 4 meses em mulheres com  nliperprolactinemisas
e/ou0 microprolactinoma. tratadas com bromocraiptina, n3o
ocasionouw alteracdo nos nivels de FRL. nem alteracao
anatumica selar. smbora esta tenha sido avaliada atraves de
raio X simples de cranioc (MOULT = cols., 198Z2). 0 uso de
esteroides sexuxls também nFEo se assoclou & complicaches nas
pacientes com  prolactinomas acompanhadas por  BLACKWELL
(17%%) . Essas observaces, embora limitadas, Tazem com que o
uso do ACO sejia permitido, por algumss escolas, em pacientes
com microprolactinomas, uma vez mantida a terapgutica  com
agonista dopaminérgico (CUNNAH & BESSER, 1991). No entanto.
alaumas pacientes com macroprolactinomas apresentam aumento
dos niveis de FRL em resposta a uma injecdo de benzoato de
estradiol, o que ndo ocorre em mulheres normoprolactinégmicas
(WHITE & cols.. 1981). lsso sugere gue determinados adenomas
sofrem influgncia deletéria do estrogeno.

NMa observacdo de FEILLOM e cols. (1%70), de 13
paclrentes com adenomas Ripoflsarlios gue usaran estrodeno. m
7 Casos foi oabservada ligac3c cronoloogica entre o
agravamento da sintomatologilia 2 o uso do hormonio. Senoo
demponstrado na histologiria @ microscopla eeletronlica desses
adenomas, aspecto proliferativo e hemorragias intersticials,
refletindo Tragilidade capilar e crescimento rapido (PEILLON
g2 cols.. 1970).

LANMDOLT e cols. (1984) observaram compllicacbes

agudas em paciente com prolactinoma, gue incluiam paralisia



do terceiro par  cranianc, nos  primeiros dias apos
administragdio de 4 mg de valerato de estradiol e 20 mg de
enantato de testosterona. 0Os mesmos autores observaram
gquadro  semelhante em outra paciente com prolactinoma, apos
uso de 10 mg de estradiol. Também estd relatado o caso de um
paciente masculino, com macroprolactinoma  tratado com
bromocriptina, que apresentou aumento na secrecdo de FRL e
crescimento tumoral, apds receber duas injecties de enantato
de testosterona (FPRIOR e cols., 1987). Esta reaclfo foi
explicada  com base na aromatizacglo da testosterona em
estradiol, cuio nivel sérico duplicou apos a segunda
injecHo.

Um dos fatores implicados na variabilidade dos
efeitos nos diversos pacientes, ¢ o comportamento dos
receptores estrogénicos nos adenomas. FProteinas ligadoras de
estrigenos estlo presentes nos prolactinomas, em baiwxas
concentraces, existindo correlacHo entre sua presenca e
simnais histoldgicos de proliferacio celular e crescimento
tumoral (FICHOMN e ¢ols., 1980). Como o estrdgeno tem o
potencial de aumentar a concentracido de seus receptores em
ceélulas—alvo, € possivel gue isso também ocorra em  alouns

tumores com a administragdo exdgena do hormdbnio.
1.4. ACDES HIPOFISARIAS DO TAMOXIFEN

0 tamoxifen (TAM) & um derivado trifeniletileno

com atividade antiestrogénica, o gue determina Sua
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utilizag®o no tratamento do cé&ncer de mama. As propriedades
farmacoldgicas do composto s&%o, no entanto, complexas,
poadendo o mesmo se comportar em relac3o ao estrogenn  como
agonista pUro, agonista parcial ou antagonista, na
dependéncia de varios fatores, como serd& discutido adiante.
0 TAM  age primariamente ocupando receptores
estrogénicos, numa classica inibicdo competitiva, diminuindo
a concentracio dos mesmos o citosol & @ aumentando &
concentracio nuclear (BOWMAN & cols., 1982). No momento ndEo
& possivel definir o modo de agiHo molecular dos

antiestrogenos, embora sejam reconhecidas diferencas entre

os  complexos receptor estrogénico-estrégeno e receptor
estrogénico-antiestrégeno. Estas diferencas iniciam Com
possivel diversidade conformacional no complexo, que

compromete sua funcio (SUTHERLAND e MURFHY. 1982). talves
por ligaci3o em diferentes regities do receptor. A aclo pode
também depender de mudanca na ligacdo do complexo a
elementos dos genes—alvo, por exemplo, menor afinidade do
complexo receptor-antiestrégeno pelo DNA., ou falhas no
estimulo transcricional do receptor (JORDAN & MURFHY ., 1990).
A afinidade do TAM pelo receptor estrogénico. em relacdo &
obtida com o estradiol, & muito variavel, oscilando entre
0,01 a 304, sendo a diveragéncia explicada pelas diferentes
fontes de obtenclo dos receptores & condicglies do ensalo
(FURR e JORDAN, 1984). Em tecido hipofisario, a afinidade
relativa do TAM pelo receptor estrogénico ¢ citada como

sendo de 274 (LIEBERMAN 2 cols.. 1983) a 104 (SFONA & cols.,
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1280), enguanto a inibicH#o da ligacxo do 3IH-estradicl aos
receptores hipofisérios, induzidas pelo TAM, & da ordem de
71% (SKIDMORE e cols., 19272). A constante de associacqo do
TAM com o receptor é mais lenta que a do estradiol, enquanto
= constante de dissociacio & muito mais réapida. As
alteracies em receptores induzidas pelo TAM s3Ho maximas 24
horas apéts sua administragio, com retorno vagaroso As
condigles basais, de até B dias, na dependé&ncia das doses
{ BOWMAN & cols., 1282).

Também no hipot&lamo basal medial o TAM  compete
com o estradiol pela ligag3do com o receptor, com afinidade
de ligagi#o relativa de 1,4%, afinidade similar & encontrada
para receptores pstragénicos vterinos ( TOMNEY [
KATZENELLENBOGEN, 198&).

Dutras ages centrais n¥o mediadas por receptores
estrogénicos, como por exemplo, uma possivel aco sobre a
membrana celular, também sdo postuladas. Recentements
demonstrou—-se gue o TAM altera propriedades elétricas da
membrana, diminuwindo & corrente de calcio, na linhagem
celular GHZE-B& (S5ARTOR e cols., 1988). Esse efeitoc ndo &

revertido pelo estradicl, afastando a mediacdo de seus

receptores.  Além disso, edistem sitios de ligaclo para
antiestrdgenos, conhecidos como “proteinas  ligadoras de
antiestrdgenos" (AEBS) . de significado funcional
desconhecido, &m vaArios tecidos—alvo de estrbdgenos

({ SUTHERLAND e cols., 1980). Foi sugerido que BESEE

receptores ndo existam na hipé&fise (LIERBERMAN e cols.,



1983%). Fara verificar se receptores dopaminéraicos D2
poderiam representar os AEBS no  tecido estriatal =
hipofisario, foli examinada a competiciio entre antiestrdgenocs
e spiroperidol pela ligacdo com esses receptores. Como se
observou gue a afinidade de ligaclo foi baixa, sugere-—-se gue
56 ocupac3o limitada de D2 seja provavel "in vivo" (TONEY e
FATZENELLENRBOGEN, 1987). A interaciio de antiestrdoenos com
DZ poderia ser uma manelira adicional de influ@égncia na
liberacio de PRL. Ainda com relaciio a esses recepltores, foi
demonstrado aumento de sitios dopaminéroicos hipofisarios
com o wuso de TAM, seja por aci3o direta. ou atravées de
blogueic na modulac3o estrogenica desse receptor (FERRETTI e
cols., 1988).

Foi também suwoerido que em concentractes elevadas
evistam efeitos téxicos do TAM, j& gue nessas condicles o
estradicl n3%o antagoniza completamente os efeitos sobre a
secrecic de FPRL, tanto em células hipofisarias em cultura
(LIEBERMAN & cols.., 1983) como num clone de células tumorais
(LAMEBERTS e VERLELUN, 1987).

Como ac3o indireta dos antiesstrdgenos. restam
ainda os efeitos gue dependem de alteracBes induzidas no
ambiente hormonal leocal, por exemplo, nos niveis de FRL,

fator de crescimento "insulin-like" 1 (IGF I) e estradiol.

A farmacologia do TAM depende da espécie, 6rado e
efeito estudado. Apresenta meia—-vida bioldgica longa, =&

exemplo de outros antiestrdoenos com ele relacionados
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(EATZEMELLENBOGEN & cols.. 1978). Ilsso significa. tanto  em
ratos como em humanos, um acamulo  sérico  progressivo da
clroga inalterada até atingir wum nivel estével (ADAM e cols..
19807% . H& extenso metabolismo em derivados, como o 47—
hidroditamoxifen, gue possui afinidade de ligacXo pelo
receptor estrogénico similar ao estradiol, sendo portanto um

potente antiestrogeno.

Em roedores, a administracio isolada de TéM
provoca alteracles variadas na sintese e secreclo de FRL.
Foi descrito em ratas adultas normais secrecio inalteradsa
(NABY & cols., 19803 SFONA e cols.. 1980) . aumentada
(FRYSBOR-JONES & cols., 1283). ou diminuicHo do pico de FRL
do  proestro (JORDAN e cols.. 1975). Em ratas imaturas hé
leve aumento da secrecdc (TONEY e KATZIENELLENBOGEN, 1986 .
en concordancia com os achados em ratas ooforectomizadas
(SFONA = LEIBL, 19681). Em ratos machos n3o foi detectado
aumento na secrecio (GILNA & MARTIM, 1986). 0 efeito do TAM
sobre a secrecdo de FRL em ratos com prolactinomas
transplantados também & variédvel: nEo altera (MABY & cols.,
12€90), diminui (DE QUIJADA = cols., 1980(b)). ou aumenta
(FRYSOR-JONMES & cols.., 19832). A mesma variabilidade &
observada em células tumorais "in vitro": a secregio ndao &
afetada (NAGY e cols.. 19803;DE QUIJADA & cols., 19280(b)).
diminui (LAMBERTS e VERLEUM, 1987) ou aumenta (FRYSOR-JONES
2 cols.. 198%:  AMARA =  DANNMIES, 19846). & impartante

assinalar gque os trabalhos citados s&o heterogéneos com



relacfo A0S tumores estudados (espontaneos, METWLIS,
TELEa.,GHE, GHACL) os quais podem apresentar sensibilidade
diferente aos antiestrdgenos. Outro fator que interfere na
analise dos dados obtidos de estudos "in vitro"., & =&
utilizac8o habitual de vermelho de fencol no meio de cultura.
camo indicador de pH. Essa substéncia possul  propriedades
estrogeénicas fracas, estimulando o aumento no  conteddo de
FRL celular (HUBERTS & cols., 1984). Comeo o TAM inibe a
liberaciio da PFRL estimulada pelo vermelho de fenol, mas
aumenta & liberaciio na ausgéncia dele (HOFLAND e cols..,
1987). estdo comprometidos os  resultados anteriores de
afeito inibitdrico do TAM sobre a FRL em culturas "sem adicio
de estrogeno" mas com a presencsa do vermslho de fenol. Com
relagio ago crescimento dos tumores transplantados, o efeito
@ inibitoric (NMAGY e cols.. 19803 DE QUIJADA e cols.. 1980
(b): LAMBERTS e cols., 19813 PRYSOR-JONMES e cols., 198Z).

A dAnterpretacio dos  resultados, muitas VETES
opostos em relaco a um mesmo efeito. & dificil. A origem
desta variabilidade estéd no mecanismo de aclo complexso gus
envolve os antiestrdoenos, da espécie g da idade do animal
utilizado no estudo, do tipo de procedimento sxperimental.,
da dose do farmaco =2 da sensibilidade ao sstrogeno do tecido
estudado. Além disso, a presenca do estrigeno & 2 muito
importante para a definicio da ac¥3o (LAMEBERTS = MAC  LEQD.,
1990 4

A acXo do TAM sobre os nivels de FRL na vigencia

do estimulo estrog®nico, com exceciEo dos relatos de GILNA e

b
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MARTIN (1986) (administrac3io aguda a ratos machos) & SFONA e
cols. (1980) (i a 5 dias de tratamento em ratas fémeas) &
inibitbdria.

Alem dos efeitos hipofisdrios, o TAM apresenta uma
agdo independente no hipotélamo basal medial. Nesse local,
ele aumenta o "turnover" da dopamina em niveise inferiores
aos obtidos com estradiol (agonista parcial) e, guando
administrado &m associagdo ap estradiol, antagoniza seu
efeito (TONEY e FEATZENELLENBOGEM, 1986). A nivel estriatal,
a administraco do TAM em associac¥o ao estradiol inibe o
aumento na densidade de receptores dopaminergicos observado

com @ estrogeno isolado (FERRETTI e cols., 1988).

Os efeitos do  TAM em humanos SHO tambeém
dependentes da idade, sexo, condiglies clinicas, dose e
duracio do tratamento.

Em relaclo & secrecdo de FRL, a administracio de
TAM (20 mg/dia) a mulheres normais na idade reprodutiva, por
% dias, provoca reduc3do no pico que ocorre normalmente  ao
redor do meio do cicleo, efeito esse que se acentua com o uso
mais prolongado da droga (GROOM & GRIFFITHS,., 1976). Em
mulheres pos—menopausicas, enquanto alguns auvtores naEo
observam efeito, no relato de HELGASON (1982), 40 mg diarios
de TAM causam reduc3o nos niveis de FRL, de aproximadamente
&Y% no  primeiro m@s e 7174 em 3 meses. Ouando o TAM  foil
wtilizado no pusrpério (40 mg/dia), mostrou-se efetivo em

inibir a lactacifo e prevenir a liberacio de FRL associada ao



estimulo mecanico da mama (MABALA & cols.. 1978).

Ja  em prolactinomas humanos, o uso diéario de  TaM
mostrou supressio dos niveis de FRL em 5 de 8 pacientes de
uma  serie (LAMBERTS e cols.. 1982). Nesse mesmo  estudo, a
administracio combinada com bromocriptina  mostrouw efeito
sinérgico socbre a FRL, resultado também observado na sdérie
de VOLKER & cols. (19832).

Em células tumorais humanas em cultura, o TAM n3Eo
modifica a liberacdo de FRL., mas reverte a insensibilidade &
bromocriptina  induzida pelo estradicl (LAMEBERTS e cols..
1986&) . "Inm wvitro" nEo foi observado sinergismo @t

bromocriptina e TAM (ARGFAH & cols.., 1983).

1.5. ACOES DA FROGESTERONA E PROGESTAGENOS SOBRE A HIFOFISE

B progesterona (F). agindo através de proteinas
receptoras especificas (CARSON-JURICA & cols.., 1990), possui
actes proprias., independentes ., s acles mERE=] envolvem
modulaciio dos efeitos sstroognicos. Esta modulacio se faz
atiravés de alteraci3o na secrecio de sstrogenos (via eixo
hipotalamo—-hipdGfise ow diretamente no local da sintese), de
alteracio na sensibilidade do tecido-alvo (interferindo  com
] metabolismo estrogénico ow com & concentracio des
receptores) ., de alteraciio nos fTatores de crescimento
induzidos pelo estrégeno, ou ainda antagonizando diretamente
a ac3o do estrogeno a nivel pos-receptor  (CLARKE =

SUTHERL.AND , 1990) .



Especificamente a nivel hipofis&ario. dois

mecanismns de acgdo da F tém sido estudados. Um deles, ainda

cantroverso, @ a acio sobre os receptores estrogénicos. No
modelo em gque & administragiio de estradiol a ratas
aoforectomizadas & seguida pelo aumento no nivel de

receptores estroaénicos nucleares (ATTARDI., 19813 SMANIE e
cols., 198%), a administraci3o de P provoca diminuic3o no
nivel desseese receptores (SMANIK & cols.. 19835 BLAUSTEINM e
BROWN, 1984), Outros autores. no entanto. n3o observaram
efeito da F nos sitios estrog®nicos livres nucleares, basais
ou estimulados pelo estradiol (ATTARDI. 19813 WEISENBERG e
cols.. 1986: KREY e KaAMEL, 1990). A dose de estrégeno
utilizada na sensibilizac3o & um dos fatores determinantes
dessa variabilidade de achados (BLAUSTEIN e BROWN, 1984).

0 segundo mecanismo envolve a enzima 17beta-
hidroxiesterdide—desidrogenase, responsavel pela converssdo
do estradiol em estrona, um metabdlito menos ativo. Essa
enzima tem sua atividade aumentada na hipofise, com &
administracdo de F (EL AYAT e MAHESH, 1984). Esse estimulo
j4 & evidente duas horas apbts a injec3o, mesmo intervalo no
qual foi observada diminuic¥o nos receptores nucleares

ocupados pelo estradiol (SMANIK e cols.. 1983%).

Em ratos,"in vivo", doses de 0,5 a 4 mg de F  n&Eo
alteram a secreclo de FRL (CHEN e MEITES, 1970; CALIGARIS e
cols.. 1974). Com doses maiores os achados s3o conflitantes.

existindo relatos tanto de aumento da liberacdo (CHEN =



MEITES. 1970). como diminuwicdo (REIER & cols.. 1974).

A P pode também prevenir a elevaclo da  FPRL
provocada por varios estimulos, como o estresse (JAHN =
DEIS, 198&). éter & laparoctomia (REIER & cols.. 1974).

AdicEo de M oa células hipofisdrias normals  em
cultura ndEo altera a sintese de FRL  (LIEBERMAN & cols..
1278). J& a adigio de um progestiogeno puro (RSOZ20) resulta
@m inibigdo da liberacdo de FRL, num efeito parcialments
revertido pelo estradiol (GIGUERE e cols.. 19%9832).

e erntanto. e no estudo cha inter—-relacio
estrogeno-progestigeno gue os efeitos da P sobre a hipdfise
zd0 2 mals  estudados. foedemplo do gue ocorre em outros
tecidos~alve, na hipbdfise o estrdgeno também influencia a
inducio de receptores de F (SFONA & cols.. 19801, Sssim., =1
ratas ooforectomizadas. a dose diaria de 0.1 mo/kag de
estradiol, por 4 dias, é suficiente para elevar o nivel de
receptores citosolicos de P tanto na hipéfise anterior como
no  hipotalamo (SMANIE e cols., 1283). 0s niveis desses
receptores na hipdfise anterior mantem—se sstaveis por 12 &
18 horas apds uma dose farmacoldgica udnica de estradiol
(CALDEROMN & cols., 1%87). Administracio de F neste intervalo
induz acumulo nuclear maximo de seu praprio receptor em g7
horas.

£ antiga & indicaclo de gue a F se contrape &
acin estimulatdria do estradiol sobre & FRL. Assim. em
ratos, a F  antagoniza a liberaci#o de FRL induzida pelo

estrogeno "in vitro"(GIGUERE e cols., 1783) e"in vivo" (CHEWN
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g MEITES, 19703 BRANN & cols.., 1988). Sequndo BROANN & cols.
(L2881, esta ac3io & blogusada por antagonistas da F.

A administraciio de um potente antagonista da B
também aumenta os niveis da PRL no proestro de ratas (RAD =
MAHESH. 198461 . talve: como resultado de uma acio estroognica
Sem oposicEa.

& progesterona ow progestagenos  (acetato de
megestrol ) tem efeito inibitdrio ma liberacdo de FRL  &m
cultura de celulas tumorais 7315 a e b (ttumores induzidos
pela estradiol) (LAMBERTS & VERLEUN, 1987). Este efeito &
dose-dependente, & prevenido pelo estradiol. Também emn
células  tumorais GHZ, que secretam FRL indistinguivel
biologica e dmuwnologicamente da PRL natural ., a F causa
diminuicHo dose—dependente na produciio de FRL & inibe
parcialmente o efeito estinulatdrio do estradiol (HAUG e

GAUTVIE, 1976).

Em humanos, a administracdo de P ou progestigenos
parece nao infiuehciar o niveis basais de FPRL em individuos
normals (SITRUE-WARE & cols.. 1985). embora provogue aumento
ma resposta da FREL ao TRH 2 insulina (MISHELL & cols.,
ERFT

Em mulheres ooforectomizadas e em mulheres
normais, progestagenos reduzem o aumento da FRL causado pelo
estradiol (SCHALISON, 1980).

Jé &M mul heres com niperprolactinemis por

microadenoma hipofisario, o tratamento com derivado da
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I%nortestosterona, por 3 meses, resuliton em  diminuncso
sligniticativa dos niveis basals da PRL (SITRUK-WARE e cols..

1285 .

1.6. ACOES HIPOFISARIAS DA BROMOCRIFTINA

A bromocriptina (BOF), sintetizada em 19467. & um
alcalolde semi-sintético do ergot que atua atravées da
estimulacdo direta (=] especlfica dos receptores
dopaminérgicos (FASTEELS & cols., 1971). Embora © 2 mecanlismo
de agdo sela primariamente hipofisarico (FAWLIEOWSED & cols..
12783), 2la possul também um sitio de agdo hipotaldmico. via

estimilo dos mesmos receptores (CORRUDI e cols.. 1973).

Ma hipofise anterior de ratos normais, a BCOF inibs
a liperacido de FRL (JACOBI = LLOYD, 1981;: CASANUEVA = cols..
1982 = inibe a sintese de DN& (JACUBI = LLOYD, 198il:). Em
células hipofisdrias em cultura., a BOF lgualmente inibe a
liberacio e a sintese da PRL (FASTEELS = cols.. L1971
DANMIES = RUDNIE, 19803 MAURER, 1980(a)). Nas primeiras
horas de tratamento. ha um aumento da FRL  intracelular,
oCasido Bm gue  aumsnta a degradacdEo do hormonio, mum
processo de  remocdo do acumulo da PRL, ate gue a sintese
s2ila reduzida significativamente (DANNIES & RUDNIE, 1980;
MALRER . 1990 (a) ). A iniblcdEo na sintese de Rl i
correlaciona com & Lnibicdo nos nivels de mRNA FRL D (MAURER,

198000B) ). Com a BCPR, o acumulo e mRMNA sofra



reducdio  de aprodimadamente S04 em  relacio  aos  controles
(DAVIL e cols., 198%). A i1nipicdo da transcricio do gene da
FRL & rapida & antecede a alterscio nos niveis do mRNA. Esse
processs talvez seja mediado por diminuicido nos fnivels de
AMFociclico. ija  que a adliclo de monobuticril aMPciclico  a
celulas pre-tratadas resulta no estimulo da transcricio do
gene  (MAURER, 1%281). Em animals normais a BOF ndo  provoca
alteracifo no volume ow numero de granulos secretores (MeCOMB
8 cols.. 1981).

Huando a droga @ asdministrada a ratas Long-BEvans
niperprolactin@mlicas, gue apresentam hipeErplasia  espontanaea
de lactotrofos, S8 repetem os mesnos Tenomenos  inibitorios.
ASSOCLAMIOS a aumento no percentual de volume citoplasmablico
ocoupado pelos lisossomos nos lactotrotos (MellMs e cols..
12861 .

“ hipdfise anterior estimulada por estrogenos
representa. no  entanto. o modelo malis wtilizado par s
avaliacio dos efeitos da BCOF. NMessas condicdes & acentuads &
imibiciEo nos nivels serlcos de FRL provocada pela  drogas
(LLOYD e cols., 19785 LLOYD e cols., 19783 CASANUEVA e
cols., 1982: FeEREZI 2 cols., 1986). Embora nesse modelo a
nibicEo da sintese g liberacdo hormonal selja o eT2ito
primario da BCF no lactotrofo. ela se acompanha ce
diminuicdo na proliferacio ceiular, vista atraves de reducio
rna sintese de DNA hipofisario (DAVIES e cols.. L974) & das
células em mitose (LLOYD e cols.. 1978; FEREZ = cols.,

L28&) .



Em cultura de tecido hipofisédrio de ratas tratadas
com estradiol, a incidéncia de mitoses também & menor com a
BOCF (FPAWLIKOWSKI e cols., 1978), embora para WEST = DAMMIES
(1980), o pré-tratamento de células em cultura com estréogeno
diminua & inibig3o da RBCF na producio de FRL.

A administraci3o concomitante de estradiol & BCOF
pode também resultar na diminuic3o ou reversdo do efeito
obtido com o uso isolado de BCF (GALA e BOSS, 1975; LYLE e
Cols., 1984: PRYSOR-JONES e JENKINS, 1981). Assim, as
alteracties morfolédgicas observadas a0 microscopio
eletrdanico,em ratos tratados com essa combinaczo de drogas,
mostram efeito predominante do estrogeno em relagdo a BCF
(McCOMB & cols., 1981).

Em lactotrofos adenomatosos, de tumores CjLLE
ooorrem espontaneamente, se mantém o efeito supressor sobre
a secrecdo de FRL (FRYSOR-JONES = JENEINS, 19813 McCOME &
cols.. 1985) ; acompanhado de diminuico na sintese de DNA
(FRYSOR-JONES e JENKINS, 1981), inibig3o do crescimento
tumoral (FRYS0OR-JOMES =& cols., 1983%), ou diminuic3o no peso
da hipé&fise, se o tratamento for prolongado (44 dias)
(McCOMEB e cols., 1985). Nos adenomas espontianeos, as
alteractes morfoldgicas induzidas pela BCF incluem aumento
nmo  digmetro dos granulos em formacio e de armazenamento
(refletindo o blogueio na liberacio de FRL), diminuigi3o da
area nuclear, de citoplasma 2 de organelas citoplasmaticas
(refletindo a diminuic3o na sintese de FRL) & aumento dos
lisossomos (representando  aumento na crinofagia). Essas
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alteractes sHo, contudo, malis discretas que as  encontradas
nos tumores em humanos (McCOME e cols.. 1985).

AcHo antiproliferativa também fol demonstrada Yinm
vitrao", abtraves da inibig3o do namero de colonias
desenvalvidas a partivr de células tumorais de linhagem GHI.
g de reducEo no tamanho das col@nias remanescentes (MELMED,
1981) .

Reduciio na vascularizacHo de tumores induzidos
pelo estrdgeno, também & um efeito postulado da BOF (ELIAS =

WEINER, 19873 KEMENY e cols.. 1987).

Em humanos, a BCP diminui a secrecdo de PRL  tanto
em mulherses normais (DEL FOID B cols.. L1973) Como em
situacties de hiperprolactinemia (BESSER & cols.. 19723 .
Atualmente essa droga representa o tratamento de escolha nas
sindromes hiperprolactingmicas. ai incluidos os adenomas
secretores hipofisadrios. Em microprolactinomas, 2
normalizacdo dos niveils sericos de FRL & obtida na guase
totalidade dos casos, enguanto nos macroprolactinomas.,
embora  a fregugncia de normalizacHo seia menor, pode
alcancar &6 (MOLITCH & cols.. L1985) a 904 dos casos (VAN T
VERLAAT & cols.., 19848). DiminuicEo da massa tumoral induzida
pela BCP foi demonstrada objetivamente a partivr dos dltimos
anos 70 (SOBRINHO e cols., 19783 CORENBLUM. 1978: GEORGE e
cole., 19793 McGREGUOR = cols., 1979). Essa reducdo ocorre em
aproximadamente 75% dos pacisntes Com prolactinomas

(LAMBERTS (= MacC  LEOD, 1990) ., tanto portadores de



microadenomnas (DEMURA e cols., 1985) como macroadenomas
(CORENELLUM e HANLEY, 1981; WEISS e cols., 1983%; MOSTER e
cols., 19853 LESSER e cols., 19%0).

Os processos de supressso da FRL e reducio do
volume tumoral podem ser independentes, j4 gue n3o  ha
correlacao entre o grau de redugEo do tumor & o grau de
alterac3o nos niveis prolactingmicos (MOLITCH & cols..
1985). Se a arteriogénese alterada gue existe nos tumores
induzidos em ratos (ELIAS e WEINER, 19843 SCHECHTER e cols..
1987) se repete em adenomas de humanos, como recentemente
sugerido (GORCZYEA e HARDY, 1988; SCHECHTER e cols.. 1988),
talvez a ac¥o da BCF reduzindo essa vascularizac3o (ELIAS e
WEINER, 12873 FKEMENY e cols, 1987) possa existir também no
homesm , justificando a auséncia de correlago entre a
diminuicio da FRL e do volume do tumor.

fAs alteraces histolégicas induzidas pela BCF
compreendem achados bem estabelecidos na literatura, e
outros ainda controversos. Assim, o efeito basico inicial e,
semn  davida, a reducio de volume celular, por reducgdo nas
Areas citoplasméaticas, nucleares e nucleolares, desencadeada
a partir da regress3io dos sistemas envolvidos na produgio
hormonal (RENGACHARY e cols., 19823 TINDALL e cols., 198Z;
BASSETTI, 1984: LANDOLT e cols., 1987). Essa redugdo ocorre
em poucos dias de uso da droga e & reversivel.

Além do efeito cléassico na redugio celular, o uso
da BCF esta associado & presenca de células degenerativas e

necrédticas. Espacos celulares preenchidos por estas celulas,



substancia hialina e fibrose foram relatadas pela primeira
vez por GEN & cols. (1984), em § de & tumores de pacientes
tratados com BCF por 14 a 346 semanas. Embora o achado
sugerisse um efeito crdnico, as mesmas alteragties foram
descritas apbds duas semanas de uso da droga (MORI e cols.,
1988) . 0 aumento no conteddo de tecide fibroéotico =
correlacionado com a durac3o do tratamento (ESIRI & cols.,.
1986). 0 grau de contribuic3o da perda de ceélulas secundaria
a4 necrose no total de reduc3o do tumor & variavel (MORI e
cols., 1988). Esta variabilidade deve estar implicada na
retomada do processo tumoral gue pode acompanhar a suspensdo
do tratamento. A interrupgdo do tratamento a longo prazo com
BCP e acompanhada em mais de GSOXL dos Ccasos potr
hiperprolactinemia (RASMUSSEN e cols., 1987). De 4 pacientes
que apresentaram reducfo do tumor com BCF, a interrupc3o da
droga apts um ano de tratamento foi acompanhada de
reexpans3o em 3 casos (MOLITCH e cols., 1985). Assim,
examinando 5 tumores de pacientes nos gquais a BCF havia sido
interrompida  h& uma semana, MORI e cols. (1988) observaram
dois comportamentos histoldgicos distintos: progressdo da
destruic3o celular ou volta do crescimento, sugerindo a
existéncia de duas populages celulares, sensiveis (=11}

resistentes & agdo citocida da BCF.
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Lomo colocado no inicio da introducio. & avaliacZo do
2telito de diferentes farmacos sobre os lactotrotos. alem de
ampliar o conhecimento a respelito da inter-relacdo entre funcio e
morfologlia desta populacio celular, possul fortes i1mplicacbhes
clinicas.

0 modelo edperimental mails adequado para a avaliaci3o
dos TtTarmacos agul propostos & o da hipofise estimulada pelo
pstropenc. Embora na literatura estejam bem estabelecidos os
efeltos do estrigeno exdgeno sobre alguns paragmetros da avaliacio
dos lactotrotos em ratos,., inTormaces Tisiopatoloogicas mais
amplas sobre o estrogeno endogeno ndo estio bem claras na ceos
Wistar. Da mesma maneira. acrescentaria dados o estudo mais
detalhado das curvas dose—tempo-resposta da Secrecio i,
prolactina e de alteracdes na morfologia hipofisaria Tfrente ao
estrooeno exogeno.

Azssim. antes dos experimentos envolvendo o acetato de
noretisterona. o tamoxifen £ & bromocriptina. val ser obieto de
estudo o comportamento de varios pardametros hipofisarios em ratas
intactas (estabelecimnento de padréies em ratas Wistear) qam
situactes de hipoestrogenismo (avaliscio dos efelitos hipotisarios
o estrogeno endogeno) e sob o efeito de diferentes doses e
tempos de adminlistracido de estradiol (escolha das doses de
estréogeno extgeno a serem administradas ao modelo que permitira o

estudo dos demais farmacos) .



1.7. OBJETIVOS

Foram objetivos deste trabalho:

1‘

i

Estabelecer, em ratas Wistar, os padrfies para o
peso da hipofise, nivels de prolactina sérica e
percentual de lactotrofos hipofisarios, am

diferentes condigles estrogénicas.

Avaliar, Em ratas castradas, os efeitos
hipofisarios do estrogeno, utilizado e@m
diferentes doses e em administracido aguda ou

prolongada.

Avaliar, em ratas castradas. sob estimulo
estrogenico de curta duracgio, os efeitos
hipofisarios de diferentes doses de Lim
antiestroogeno — o tamoxifen, de um progestigeno

~0 acetato de noretisterona.e da bromocriphbina.
Avaliar, no mesmo modelo, os efeitos da
associaco de tamoxifen com progestageno ou
bromocripbtina, [ do progestageno com

bromocriptina.

Avaliar, em ratas castradas, tratadas a longo
prazo com estradiol, os efeitos hipofisarios do
tamoxifen, do progestageno & da bromocriptina,

isoplados ow em assocliago.



2. MATERIAL E M£TODOS

2.1. ANIMAIS

Nos experimentos abaixo relacionados., Toram
utilizadas ratas adultas. com 52 a 112 dias de idade no
inicio do experimento, exceto especlrficacdo em contrario. de
linhagem Wistar, provenientes do bBiotério do Instituto de
Biocigncias da UFRGS. Os animais Toram mantidos em aqaiolas
coletivas, a 2Z+/-4 graus L, em ciclo de 1% noras
claro/escuro (luz das 7 as 19 horas), recebendo dieta padrao
para  roedores @ agua a vontade. A manipulacEo dos  animals.
necessaria para a limpeza das galolas. obedeceu a rotina de
procedimentos do EBiotério. Em todos os experimentos. com
excecdo do primeiro, 0% animais Toram birlateralmente

coTorectomizados, sob ansstesia com eter.

2.2. FARMACOS

fAs drogas utilizadas foram valerato de estradiol
(Frimogvna—depot, BERLIMED, Brasil), tamoxifen (Nolvade:x,
ICI/WELLCOME, Brasil), acetato de noretisterona  (Frimolut-
nor, BERLIMED, Brasil) & bromocriptina  (Farlodel, SANDOZ,
Brasil). Fara dilulicido do estradiol uwutilizou-se Oleo de

milho. no volume de 0,2 ml por dose administrada. As demalis



substancias foram diluidas em etanol & solucBo salina 0,90%.

sendo o etanol utilizado na gquantidade fixa de 0,1 ml/mg de
tamoxifeny 0,02 ml/mg de noretisterona e 0,05 ml/mg de
bromocriptina. A substé&ncia utilizada como controle de
velculo oleoso foli 6leo de milho, em volume equivalente &
solugdo injetada de estradiol. 0 controle de veliculo aguoso
foi uwuma solucio de etanol/salina., na proporg3o 0,15:21, em
volume igual ao controle oleoso. Em todos os exdperimentos as

drogas ou solugtes controle foram administradas via

subcutiinea.
2.3. PROCEDIMENTOS

EXFERIMENTO 1 - FadrBes para o peso da hipofise, prolactina
sérica e percentual de lactotrofos na
hipdfise anterior de ratas, em diferentes
condiclies estrogénicas.

Foram constituidos % grupos de ratas, num total de

24 animais. No primeiro grupo, os animais intactos foram

zacrificados aos 26 dias de idade, ainda sgxualmente

imaturos; no segundo grupo, também de animais intactos, as
ratas foram sacrificadas aos 80 dias de idade; no terceiro
grupo, o0s animais foram sacrificados aos 82 dias de idade,

A0 dias aptds terem sido ooforectomizados.

FACULDADE DE W EDICINA
UFRAS H PA
=% BIBLIOTECA




EXFERIMENTO 2 - Efeitos do estrégeno, em diferentes doses e
&

duracd3o de tratamento, sobre o peso da

hip&dfise, & prolactina sérica e o percentual

de lactotrofos na hip&ofise anterior de

ratas.

Um total de Z7 animais foram ooforectomizados e. 2
dias apds a castracXo, separados em 3 grandes grupos,
conforme a duraci3o do tratamento. Os animais do primeiro
grupo foram subdivididos, cada grupo recebendo dose GUnica de
10, 50 ou 300 mcg de valerato de estradiol. Os animais foram
sacrificados 7 dias ap6s essa administracgo. 0 segundo
grupo, também subdividido, recebeu valerato de estradicl nas
mesmas doses, mas em duas ocasilies, com intervalo de 7 dias.
Os animais foram sacrificados 14 dias apds a primeEira
administracio. No terceiro Qrupo., %oram feitas 3
administraclies das mesmas doses de valerato de estradiocl,

separadas por intervalo de 7 dias, com durac®o total de

tratamento de 21 dias.

EX&ERIMENTD A - Efeitos do tamoxifen, acetato de
noretisterona, bromocriptina ou sULas
associacglies, sobre o peso da hip&fise,
prolactina serica =3 percentual de
lactotrofos hipofisarios, em ratas

estimuladas pelo estradiol.
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Um total de 60 animais foram coforectomizados e, 1
dia apts a castracxo, subdivididos em 10 grupos. Todos os
animais receberam 200 mcg de valerato de estradiol nesse
cdia. Esta dose foli repetida no sétimo dia de tratamento. Do
sétimo o décimo primeiro dia, 2 grupos receberam tamoxifen
em diferentes doses, isto &, 20, 60 ou 120 mcg diariosy 3
grupos receberam acetato de noretisterona, nas doses de 0,1,
D, ou 1,0 mg diadriosy e outros 3 grupos receberam
bromocriptina, nas doses de 0,08, 0,2 ou 0,6 mg didrios. 0O
décimo grupo recebeu, além do estrédgeno, a substancia
controle de veiculo aquoso, servindo como grupo controle.

Outro grupo, de 16 animais, 1 dia apobs a
castracdo, foi subdividido em 3 subgrupos que receberam,
respectivamente, combinac3o de tamoxifen, 120 mcg, & acetato
de noretisterona, 0,3 mgs; tamoxifen e bromocriptina. 0.6 mags
ou acetato de noretisterona e bromocriptina. Nesses 32
grupos. tanto o tratamento com o estradiol, como o
tratamento com a combinag3o de farmacos, obedeceram ao
protocolo das 10 grupos iniciais.

Ao final dos tratamentos, 24 horas apbs a dltima
administrac¥o do tamoxifen, acetato de noretisterona ou
bromocriptina, isolados ou associados (5 dias apds a Udltima

administrac¥o de estradiol), os animais foram sacrificados.

EXPERIMENTO 4 - Efeitos do estradiol sobre a hipbfise, apos

tratamento por S0 dias.
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Lm total de 17 animais foram ooforectomizados e, 5
dias apds a castracgio, divididos em 2 grupos. Num dos
grupos, cada animal recebeu, semanalmente, I00 mcg de
valerato de estradioly no outro, gue constituiu o controle,
os animais receberam Gleo de milho. Fassadas 48 horas apos a
oitava e Oltima administracio de estradiol ou &leoc de milho,

o animais foram sacrificados.

EXFERIMERNTO 5 - Efeitos hipofis&rios do tamoxifen. acetato
de noretisterona, bromocriptina  ouw sUAS
associaglies, sob estimulo prolongado  com

estradiol.

Um  total de 78 animais foram ooforectomizados e,
apths 5 dias, receberam a primeira de uma série de 10
administraclies semanais de 300 mcg de valerato de estradiol.

Quatro dias apds a oitava dose, foram formados 7 grupos, gue

passaram & receber diariamente, por 12 dias., um dos
seguintes tratamentos: tamoxifen, 120 moogs acetato de
noretisterona, 0,5 mgy bromocriptina, 0.4 mg: tamoxifen +

acetato de noretisterona; tamoxifen + bromocriptina: acetato
de noretisterona + bromocriptina; controle de veiculo
aguoso.

Entre 24 & 48 horas apts a dltima administracdo de
estradiol (24 horas apés a Oltima dose dos demais farmacos),

os animais foram sacrificados.

FACULD D7 1E MEDICINA |
42 UFRGS HIOPRA
BHhJDtECA

1




Mo Tinal dos tratamentos, as ratas Toram  levadas.
Wma & uma,. para o locsl do seacriaticio, B decapltadas  sm
guiihotina Dara  pPEeEgUencosS  anlieals. sEm ansstesia. Fod
recolnido o sangue troncular, sendo o sorg armazenado & 0 20
praus L para dosagem da FRL. As hipdfises foram  rapidamente

removidas. Cada procedimento fol sempre realizado pela mesma

DESE0A .«

2.4. MEDIDA DO PESO DA HIPOFISE

Imediatamante aptos a retirada, as MipGfirses
intelras Toram umedecidas com uma gota de solucio tampio  de
Tostato, sobre papel filtro, 2 dal removidas & pesadas  8m

Dalanca analitica Sartorius.

2.5. ESTUDO MORFOLOGICO

FREFARD E SELECAD DE CORTES

As hipofises foram fixadas em Tormalina a0 LO4 =
incluidas em blocos de parafina. Foram TeEltas seccbes
sariadas., com espessura entre 4 e & micra, de todo tedcido
disponivel. Respelitando-se a sequencia natural dos cortes,
wma lamina de cada terco da hipoTise Tol separada & 2 corada
com hematoxilina-eosina.

Escolhida & melhor seccHo, i termos cles
celularidade. entre aws 5 laminas, R rmediatamnante
anteriores e posteriores Toram submetidas ao metodo imuno-

Nistogudmloco. Esta Ttecnica. qgue peErmite a visualizaclho des
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componentes celulares, fol aguil utilizada para identificacio
da FRL. 0O metodo empregado foi o da avidina-biotina-—

peroxidase (ARC).

SUESTANCIAS UTILIZADAS NA IMUNO-HISTOQUIMICA

 anti-soro primério anti-FRL de rato uwtilizado
(NIDDK—-anti—-rFRL-IC-4-Rabbit) foi gentilmente fornecido pelo
National Institute of Diabetes & Digestive & Kidney
Diseases, através do Mational Hormone and Fituitary Program
(Maryland, USA). As diluigbes testadas do anti-soro foram
1:500, 121000, 1:2000 e 1:32000, sendo escolhida como mais
adeguada ao procedimento & de 1:2000., Foi wtilizado. como
anticorpo secundario, a imunoglobulina anti-imuncaglobulina
de coelho, biotinizada, do kit Avidina—-biotina (ARC) (Vector
Laboratories, Imc.). Do mesmo kit fazem parte o reagente
avidina-biotina e o soro normal de cabra, usado para
prevenir a ligacHo inespecifica da imunoalobulina as
proteinas séricas. 0 cromégenc utilizado no substrato
perodidase foi o 3-3 diamino-benzidine~tetracloreto (DAR)
(Serva, Heidelbesrg).

Fara diluici3o ou preparo das substincias citadas
foram uwtilizados soluc3o tampdo de fosfato (FES)., tamp3o
TRIS-HC1 e perédxido de hidrogenio. 0 preparoc das solughes
tampies, as diluigies das substidncias & o preparoc do
substrato peroxidase SEguUlram arientacdo detal hada
anteriormente (OLIVEIRA, 198%9). Resumidamente, o anticorpo

secundario e o reagente avidina—-biotina foram diluidos na
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relagdo 1:200 em PBES. & o soro normal de cabra em 4:100,
Fara o0 substrato peroxidase, foi feita inicialmente uma
solugcdo—-mde com S0 mg do cromébgeno diluidos em 10 ml de TRIS
HCly mna hora da utilizac3o, foram retirados 1,2 ml dessa
solugio, e adicionados 20 microlitros de peroxido de
hidrogénio a 30%4 e TRIS HCl em gquantidade suficiente para

completar &6 ml de substrato peroxidase.

FROCEDIMENTOS DA TECNICA IMUNO-HISTOAUIMICA

Freviamente ao uso dos anticorpos, foi inibida a
peroxidase endégena, utilizando-se metanol e peroxido de
hidrog@énio. Para prevenir a ligacio dos anticorpos com
elementos do col&ageno e tecido conjuntivo, foi adicionada ao
tecido outra solugio protéica, isto &, soro normal de cabra.
Unma wvez realizados estes procedimentos, foli seguida a
técnica de HSU e cols. (1981), modificada por COUTINHO
(1988). onde se sucedem as incubaclies dos cortes com o©
anticorpo primario, anticorpo secundé&rio, complexo avidina-
biotina-peroxidase e DAR, seguidos por contra-colorac3o dos
cortes com hematoxilina, desidratac3o dos cortes e montagem
em balsamo.

Como  controles da especificidade do anticorpo,
foram wuwtilizados um corte de hipofise humana normal,
processado de maneira identica aos cortes em estudo
(controle positivo) e outro corte de hipofise humana gue,
durante a aplicag¥o da técnica, n¥o fol incubado com o©

anticorpo primario (controle negativo).



CONTAGEM CELULAR

A contagem foi realizada ao microscopio Gptico,
usando objetiva de 40 aumentos, & qual foi sobreposta wuma
lente reticulada com 100 espacos de 1 milimetro guadrado. Em
areas da lé&mina escolhidas ao acaso, com populagio intensa
de células contendo FPRL, foram contadas no minimo 200
céalulas nucleadas, e registrado o ndmero de células contendo
FRL. nesta populacio. As celulas foram contadas de maneira
independente por 3 pessoas, permitindo o calculo da média
das contagens para cada hipdfise. 0 resultado foli expresso
como a porcentagem de células contendo FRL, em relacglio

contagem total.

2.6. DOSAGEM DA FPROLACTINA

A PRL  foi dosada por radioimunoensaio de duplo
anticorpo. usando o0s seguintes materiais, gentilmente
fornecidos pelo Natiomal Institute of Diabetes & Digestive,
& Fkidney Diseases (NIDDK): PRL de rato (rPRL-1-3), anti-soro
para FRL de rato, produzido em coelho (anti-rFRL-5-9) e
preparado de referéncia de FRL de rato (rFRL-RF-2).

A marcacio dos tragadores e o ensaio foram
realizados na Faculdade de Medicina de Ribeir3o Freto, da
Universidade de S%o Faulo, numa gentileza dos Doutores Jose
Antunes Rodrigues e Ana Labcia Favaretto.

O tracadores foram marcados cam'1251, usando o

método da cloramina-T e purificacg®o em coluna de Sephades
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No ensaio, cada amostra foi avaliada em duplicata
e todas amostras correram ao mesmo tempo. para  limitar a
variagdo intra—-ensaio. A cada tubo contendo 100 microlitros
de plasma puro ow diluido, foram adicionados 100 microlitros
de uma diluicio de 134000 do anti-soro antiFRL. A& curva
padrio foi obtida adicionando-se quantidades de rFRL-RP-2
variando de 2,9 a 100 ng/ml & diluigHo do anti-soro.

As amostras foram incubadas por 24 horas &
temperatura ambiente (15 a 20 grausC). Seguiv-se a adigdo de
200 microlitros (1:40) do anticorpo precipitante, anti-Igk
de ocoelho, produzido pelo Dr. José Antunes Rodrigues em
cabra, diluido em EDTA 0,05M em tampio fosfato 0,01M. Apds
duas horas, adicionou—-se S00 microlitros de solucio FEG 54
2m Agua. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 4 grausC
durante 15 minutos, a 800 xg. A contagem do precipitado foi
feita apds aspiracgido do sobrenadante. A porcentagem de
ligaci3o das amostras fol comparada a das amostras da curva
padri3o, 2 o resultado expresso em termos de ng de rPRL-RF-3/
ml de plasma.

A sensibilidade do ensaio foi 4 ng/ml. 0
coeficiente de wvariag3o intra-ensaio e interensaio foi,

respectivamente, 8,6W e 124.

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Fara comparagdo entre os varios grupos de
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tratamento, utilizou-se an&élise da varifncia (ANOVA- one
way ). s testes de Cochrans e Bartlett—-Box foram utilirzados
para homogeneidade das varifncias, & o teste de mialtipla
amplitude de Duncan, para localizac3o das diferencas entre
elas. Fara comparacso de resultados entre dois grupos
independentes fol utilizado o teste t de Student. Os estudos
de correlagdo utilizaram o Cosficiente de Fearson. Em todas
as  andlises considerou-se 54 como a maior probabilidade

admissivel para erro alfa (SNEDECOR e COCHRAM, 19&67).
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3. RESULTADOS

EXFERIMENTO 1 - Padrfes de peso  da hipofise, prolactina
s@érica e percentual de lactotrofos =1

diferentes condicties estrogénicas.

Em ratas sexuvalmente imaturas, o peso da hip&fise
variouw entre 1,5 e 2,0 mg: o nivel da FRL sérica entre 7,689
@ 49,37 ng/mly e o percentual de lactotrofos entre 20,5 &
28 5B

Em ratas adultas, o peso da hipéfise variou entre
S.7 ' F.3 mgs o nivel da FRL sérica entre 24,42 e 112.4
ng/mls: & o percentual de lactotrofos entre 28,5 s 49.

Em ratas adultas ooforectomizadas, o peso da
hipétfise variouw entre 2.6 & 8,8 mag: o nivel da FRL sérica
entre 1,16 & 6,68 na/ml: e o percentual de lactotrofos entre
19,5 e 24.

(WIS valores medios & erros padr3o de cada
parametro, &m cada arupo. constam na Tabela 1.

0 peso da hipdfise das ratas sexualmente imaturas
& significativamente menor gue o das adultas intactas ow
goforectomizadas. 0O nivel da FRL sérica e o percentual de
lactotrofos Mas ratas sexuvalmente imaturas =] nas
poforectomizadas @& significativamente menor gue nas adul tas

intactas. Nesses pardametros,. nd3o ha diferenca significativa
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TABELA 1
PESO DA HIPOFISE, FROLACTINA SERICA E PERCENTUAL DE
LACTOTROFOS HIPOFISARIOS DE RATAS EM DIFERENTES

CONDICOES ESTROGENICAS

RATAS FESO DA FROLACTINA LACTOTROFOS

HIFOFISE mao ng/ml A
1. SEXUALMENTE 2,38+/-0,21% 24 ,582+/-6,85%% 23,50+/-0,77%X
IMATURAS (8) (8) (&)
2. ADULTAS 7 A0+/=0,65 8%, 35+/-10,57  42,68+/-1,08
(8) (8) (8)
Se ADULTAS Ty IS+ ~0 &7 TNE0+/-0,92%% 22,21+/-0,60%X
OOFORECTOMIZADAS C7) {(7) (23

O= valores representam média e erro padri3o.Entre parenteses,.
o numero de animais. ¥ Diferenca significativa em relacd&o
as adultas e ooforectomizadas(p<0,05) %X Diferenca significativa

em relacio as adultas (p<0,05).



@NTrE o Grupo das lmaturas & o das ooforectomizadas.

G Fagura 1. aque mostra seccles da MipGfise
anterior tratadas com o anti-soro anti-FRL, de ratas em
diferentes condicies estrogenicas. ilustra as diferengas no

numero de lactotrotTos.

EXFERIMENTO 2 ~ Efeitos do estrogeno, m diferentes doses
duragdo de tratamento, sobre o peso da
hipoTise, & prolactina sérica & o parcentual

de lactotrofos.

Ll resultado da avaliaciHo desses parasmetros consta
nas labelas 2. 3 8 4.

Com 7 dias de tratamento (uma administracidEo de L0,
500 ou 300 mog de estradiol)  houwve aumento signiticativo no
nivel dg FRL s&rica com a dose de 300 mcog, enguanto nio  se
ohservou diferenca no percentual de lactotrotos. em relacso
a0 grupo controle.

com 14 dias de tratamento (duas administracbes de
10, 50 opu 300 mcg de estradiol) ndo ocorred alteracao no

peso da hipofise. Us niveis da FRL aumentaram esm relacao

ao grupo controle. com as doses de 50 e 200 mog.  Guanto  ao
percentual de lactotrofos, houve aumento significativo nos
grupos  tratados com estrogeno, independente da dose. O

efeito observado fToli similar com as 3 doses utilizadas.

Com 21 dias de tratamento (trégs adminlstracbes de



Figura 1 - ESecctes hipofisarias submetidas a técnica
imuno—-histoguimica para deteccdo de prolactina (coloracio
marrom) . de ratas em diferentes condictes estroagénicas,

conforme especificado sob as fotos. (Objetiva &63x)

A. RATA COM 26 DIAS DE IDADE (SEXUALMENTE IMATURA)
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B. RATA ADULTA INTACTA

C. RATA ADULTA OOFORECTOMIZADA
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TABELA 2
EFEITOS DE DIFERENTES DOSES DE ESTRADIOL,
EM TRATAMENTOS COM DIFERENTES TEMPOS DE
DURACAO, SOBRE O FPESO DA HIPOFISE. EM

RATAS OOFORECTOMIZADAS.

ESTRADIOL —~ mog FESO DA HIFOFISE - mg

14 dias de tratamento

Controle Tl =~ 089 (3)
10 1279 +/— 0,32 (3J)
S50 8,74 +/— 3,54 (2)
300 15,06 (1)

21 dias de tratamento

Controle 78BS #/< Q0,923 (4)
10 0,88 40— 2,08 (&)
50 B.86 +/- 181 (35)
300 Q26 S~ 2,14 (3F)

Os wvalores representam média e erro padr¥o. Entre

parenteses., o numero de animals.



TABELA =
EFEITOS DE DIFERENTES DOSES DE ESTRADIOL, EM TRATAMENTOS COM
DIFERENTES TEMPOS DE DURACAO, SOBRE O NIVEL DA PROLACTINA

SERICA., EM RATAS OOFORECTOMIZADAS.

ESTRADIDL — mcao FROLACTINA — nao/ml

7 dias de tratamento

Controle 4,78 +/— 0,19 (3)
10 4,12 +/— QS22 (3J)
a0 PR 75 */~16,87 (2)
J00 PEalE = 8,17 (29%

14 dias de tratamento

Controle 7308 +/— 2,33 ()
10 8,78 wi— R.87 5
50 16,60 +/— 2,39 (3)%
OO0 21.64 +/— 1,86 (2)%
21 dias de tratamento

Controle 8.45 +/— 2,34 (4)
10 211,295 +I-326:;74 (3)%
50 881,37 /56,49 (3)%X
=00 277 .92 #/-8B&.73 (3%

Os wvalores representam média e erro padr3o. Entre
parénteses o numero de animais. ¥ Diferenca significativa em
relaco aoc controle (p<0,0%) X% Diferenca significativa em
relacio ao controle 2 aos orupos tratados com 10 e 200 mca.
Cpdly QD)

o
on



TABELA 4
EFEITOS DE DIFERENTES DOSES DE ESTRADIOL ., EM TRATAMENTOS COM
DIFERENTES TEMPOS DE DURACARO, SOBRE 0 PERCENTUAL DE

LACTOTROFOS. EM RATAS OOFORECTOMIZADAS.

ESTRADIOL -~ mcag LACTOTROFOS -~ %

7 odias de tratamento

Controle DBRGET /- E,.84 (39
10 T9E8 BIE R.TE (2
50 40,00 +/— Z,00 ()
EO0 FG 00 - D78 ()
14 dias de tratamento
Controle FO 00 £/ Q87 (B)
10 45,16 +/~ 0,92 (3)%
50 41,75 +/— 1,25 (2)%
SO0 GA.78 7= 1,28 (2%
21 dias de tratamento
Controle DRGIZR = 2,72 H44)
10 46,85 +/— 2,96 (F)X
50 47,80 +/— 1,92 (Z)%
EO0 45,35 +/— 0,92 (I)X

s wvalores representam média e erro padr3o. Entre
parénteses, o numero de animais. ¥ Diferenca significativa
em relacio ao controle (pd0,05).
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10, S0 ou 300 mcg de estradiol) também nXo foi observada
alterac3o no peso da hipofise em relaco ao arupo controle.
0 nivel da PFHL sérica Toi siognificativamente maior nos
animais tratados. Enguanto o aumento provocado pelas doses
de 10 ou 300 mcog foi similar, a dose de S0 mcag determinou
aumento significativamente maior gque as demais. Quanto ao
percentual de lactotrofos. as 2 doses induziram um  aumento
similar em relac3o ao grupo controle.

As  Figuras 2 e I mostram, graficamente. o efeito

do estrdaeno sobre a FRL 2 os lactotrofos.

EXFERIMENTO 3 - Efeitos do tamoxifen, acetato de
noretisterona, bromocriptina Toou SLas
assocliacies, sobre o peso da hipofise,
prolactina sérica e percentual de

lactotrofos. na vigéncia de estradiol.

0 efeito das diferentes doses ou associactes dos
farmacos sobre o peso da hipbfise, consta na Tabela &3 sobre
o nivel da FRL sérica na Tabela 6; e sobre o percentual de
lactotrofos na Tabela 7. 0 tratamento occorreu na vigéncia de
12 dias de estréoeno { duas administracties de 3200 mco. com
intervalo de 7 dias). Os resultados dos tratamentos Toram
analisados em relacio aons efeitos do estrogeno ilsolado.

0 TAM, em todas as doses utilizadas, provococou
reduci3io significativa no peso da hipbfise. As doses de 60 e

120 meca reduziram significativamente a PRL sérica. B}
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controle: b= FL0,05% em relacdo as doses de 10 e

a mesma dose. 7 e 14 dias.

i linha vertical sobre as barras representa a Ttra
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Figura 3 — Efeito de diferentes doses de estradiol sobra

os lactotrofos. em ratas ootTorectomizadas E = valeratc

de estradiola: ¥ F<Q,03 em relacdo ao controle. A linha
vertical sobre as barras representa a fracgdo positiva do

erro padra3o.



EFEITOS

TABELA 35

DO TAMOXIFEN, ACETATO

DE

NORETISTERONA,

BROMOCRIFTINA OU SUAS ASSOCIACOBES, SOBRE O FPESO DA HIFOFISE,

EM RATAS OOFORECTOMIZADAS, NA VIGENCIA DE ESTIMULO CURTO (12

DIAS) COM ESTRADIOL.

TRATAMENTO

FESO DA HIFOFISE - mg

ESTRADIOL {(E) 14,03 7~ L. 78 {&)
E + TAMOXIFEN{TAM) 20 mcqg Pl /- L,20 (&)X
E - TAaM &0 L. B0 w/= 1,24 (&R
E + TAM 120 Ty s 1,59 (&)R
E o NORETISTERONA(FR) O,1 mg 14,57 +/- 2,89 (4)
E 4+ P 0,5 15, B& =~ 1,30 (8)
E + F 1,0 10,14 +/—- 1,07 (&)X
E + BROMOCRIFINA(BCF) O,05 mg L35 L L6l (H)K
E + BGF 0,2 LOLFL /= La7R CHYR
E + BEP @,8 B.78 +/~- 1,44 (6&)%
E -+ Tak 120 + F 0,5 125 WS L.DR BYX
E + BCP 0,6 + TaAM 120 HylG +/— 0,70 (6)%
E 4 BCP Q58 4 F Qb 10,94 +/~ 0,81 (6)%
Os wvalores representam média e erro padrio. Entre

parenteses ., o numero de animais.

em relaciio ao estradiol (p=0,03).

&HO

¥ Diferenca

gsignificativa



TABELA &
EFEITOS DO TAMOXIFEN, ACETATO DE NMORETISTERONA,
BROMOCRIFTINA OU SUAS ASSOCIALCES, SOBRE A FROLACT INA
SeRICA, EM RATAS OOFORECTOMIZADAS, NA VIGENCIA DE ESTIMULO

CURTO (12 DIAS) COM ESTRADIOL.

TRATAMENTD FROLACTINA — no/ml
ESTRADIOL (E) TXG,08 4/~ DEIFE (9)
E + TAMOXIFEN(TAM) 20 mecq 183,15 +/~ 124.90 (5)
E + TAM 60 132,93 +/~ 55,59 (5%
E + TAM 120 135,02 +/- 10,38 (4)%
E + MORETISTERONA(F) O,1 mg 116,78 +/- 41 .17 (5)%
E+ F 0,5 55,00 +/~ 1b.6l (7)%
E+ P 1,0 171,46 +/—- 37.11 (5)
E + BROMOCRIFTINA(RCPE) 0,05 mg PE,98 +/- 12,64 (5)%
E + BCP 0,2 41,30 +/~ 20,13 (3%
E + BCP 0,6 54,83 +/~ 22 (4)%
E + TAM 120 + F 0,5 57.17 +/= 23,92 (5)%
E + BCP 0.6 + TAM 120 20, L6 +/= 5,47 (5%
E + BCP 0.6 + F 0,5 V89 4=  OLTT (L)X

Ne wvalores representam média & erro padrao. Entre
parénteses, o namero de animais. ¥ Diferenca significativa

en relaclo ap estradiol (pa0,0%5).



TABELA 7
EFEITOS DO TAMOXIFEN, ACETATO DE NORETISTERONA,
BEROMOCRIFTINA OU SUAS ASSOCIACOCES, SOBRE O FERCENTUAL DE
LACTOTROFOS HIPOFISARIOS. EM RATAS OOFORECTOMIZADAS. NA

VIGENCIA DE ESTIMULO CURTO (12 DIAS) COM ESTRADIOL.

TRATAMENTO LACTOTROFOS — %
ESTRADIOL (E) 28,04 /- L.87 (5)
E o+ TAMOXIFEN({TAM) 120 mca FPLE0 /- 0,72 (%)
E + NORETISTERONA{F) 0,5 mg ST EL - Q.67 (8)
E + BROMOURIFTINA(RCF)Y 0.6 mg 38,94 +/- 2,44 (%)
E + TAM + F B7 .09 w/= 0428 (3)
E o+ BCF + TAM 36,83 +/— 3,26 (4)
E + BCFP + P BT DY A B0 {5)

s wvalores representam meédia & erro padrio. Entre

parénteses, o numero de animais.



percentual de lactotrofos, avaliado com a cose de 120 mca,
nao 7ol alterado.

| acetato e noretisterona cdimiruiu
signifticativamente o peso da nipofise com a dose de L,.0 mo.
Reducdo significativa nos niveis da FRL sérica fol obnservada
com as duas menores doses (L.l e 0.5 mgl. Nido foi observada
alteracdo no percentual de lactotrofos com a dose wtilizada
de 0,3 ma.

(& BCF  reduziu significativamente o peso da
hipoTise com as doses de 0,05, 0,2 @ 0,6 mo. Todas as doses
provocaram tambem reducdo significativa nos niveis da FPRL:
nao Toli observada alteracdo no percentual de lactotrotos com
a dose wutilizada (Q,5 mg).

Com relac&o & assoclacXo de Tarmacos (TAM -+
progestageno/ BCF + TAM / BCF + progestageno), todas Toram
eficazes em diminuir significativamente o peso da hipofise.
0 nivel da FRL serica fol igualmente reduzlido por todos os
tratamentos combinados. enguanto nenbhum  deles DOV COU
alteracao no percentual de lactotrofos.

Todas as assoclactes gque se moastraram eficazes 2m
alterar sigificativamente alaum dos parzmetros avaliados, o
fTizeram em grau similar entre s1 @ em relacdo an eTelto
observado com as drogas isoladas.

A Figuras 4 & 5 ilustram graticamente os efteltos

dos tratamentos sobre o peso hipofisario e a FhRL.
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EXFERIMENTO 4 ~ Efeitos hipofisarios oo tratamento

prolongado com  estradiol (50 diag).

i mezcl i & do  peso hipofis&ario nos animals
ooforectomizados foi 10,04 +/—- 1,41 mg; o nivel de FRL foi
ELEE A4/- 0,61 na/ml & o percentual de lactotrofos 21,27 +/-
LN i o

Mos animais tratados com estradiol o peso da
hipagfise foi 13.24 +/— 1,303 o nivel de FRL 100,97 +/- Z0.04
e o percentual de lactotrofos 40,66 +/- 0,89.

A& diferenca entre os orupos fol sionificativa em

relacio aos niveis de FRL & o percentual de lactotrofos.

EXFERIMENTO % — Efeitos hipofisarios do tamoxifen., acetato
de noretisterona, bromocriptina  ou suas
associacles, sob estimulo prolonoado com

estradiol .

{1 efeito dos farmacos. isolados ou em combinacHo,.
sobire o peso da hipofise consta na Tabela 8% sobre os niveis
da FRL sérica na Tabela 93 e sobre o percentual de
lactotrofos na Tabela 10. 0 tratamento com estradiol
totalizouw &% dias. 0Os resultados dosg  tratamentos foram
analisados em relac3o aovs efeitos do estréageno isolado.

0 TAM diminuiuv significativamente o Dpeso da
HipGfise, & nXo influiw nos niveis da FRL serica nem no

percentual de lactotrofos.
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TABELA 8

EFEITOS DO TAMOXIFEN, ACETATO DE

NORETISTERONA,

BROMOCRIFTINA OU SUAS ASSOCIACBES, SOBRE O PESO DA HIPOFISE,

EM RATAS OOFORECTOMIZADAS., SOB ESTIMULO FROLONGADO COM

ESTRADIOL .
TRATAMERNTO FESO DA HIFOFISE —~ mag
ESTRADIOL. (E) 14 .26 +/— 1,35 (12)
E + TAMOXIFEN(TAM) 20 meog 10,18 +/- 0,78 (10)%
E + NORETISTERONA(F) 0.5 mg FuFl Al LyOD (B) %
E + BROMOCRIFTINA(RCF) 0,46 ma 88 +i—= Ot (1LO)%
E o+ Tar + F 12481 +/~ 1,63 (La)
E + BCF + TAM 10G2 £4= L,00 ()
E «+ BCF <+ P B.99 +/— 0,88 (1O)%

s wvalores representam média & erro

parénteses., o numero de animais.

em relac%o ao estradiol (p<0,03}).

¥ Diferencsa

padrdo. Entre

significativa



TABELA 9
EFEITOS DO TAMOXIFEN, ACETATO DE NORETISTERONA,
BROMOCRIFTINA Ou SUAS ASSOCIACNKES, SOBRE O 2 NIVEL DA
FPROLACTINA S#RICA, EM RATAS OOFORECTOMIZADAS., SOB  ESTIMULO

FROLONGADO COM ESTRADIOL.

TRATAMENTO FROLACTINA — no/ml
ESTRADIOL (E) b, 4 +/- 12,88 (13)
E o+ TAMOXIFEN(TAM) 120 mcq WephR e S SQ0 o 10
E + NORETISTERONA(F) 0,5 mg HQe2T - 8,38 (%) X
E + BROMOCRIFTINA(BCF) O,6 mg DRGEET ¥/~ 2,73 (10O3k
E o+ TaM + F DEGET7 A+~ 18,24 (P)

E -+ BUF + TAM L&, 3L +/— 2.4% (2) %
E -+ BEF =+ P 11,68 +/- 1,30 (10)%

Oz wvalores representam média e erro padrao. Entre
parénteses, o numero de animais. ¥ Diferenga sionificativa

em relacio ao estradiol (p<0,03).
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TABELA 10
EFEITOS Do TAMOXIFEN, ACETATO DE NORETISTERONA,
BROMOCRIFTINA OU SUAS ASSOCIACOES. SOBRE 0 PERCENTUAL DE
LACTOTROFOS, EM RATAS OOFORECTOMIZADAS, SOB ESTIMULO

PROLONGADO COM ESTRADIOL.

TRATAMENTD LACTOTROFOS ~ %
ESTRADIDL (E) 41,10 +/7— 1,24 (10)
E + TAMOXIFEN(TAM) 120 mca B8, 33 +/— 1,01 (6)

E + NORETISTERONA(F) 0,5 mg TE, 00 4/~ 0,97 (6) X
£+ BROMOCRIFTINA(BCF) 0.6 mg 34,00 +/- 0,95 (&) %
E + TAM + F BT477 HF=~ .72 (&) X
E + BCF + TAM 35,22 47— 0,81 (&) %
E + ECF + F 24,22 +/~ 0,91 (b) X%

U= valores representam média & erro padrdo. Entre
parégnteses, o namero de animais. ¥ Diferenca sionificativa

em relaciio ao estradicl (pd0,05).
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] acebato e noretisterona el fed e
significativamente o peso da hipofise. os nivels da FEL & o
percentual de lactotrotos.

A BOF dgualmentes diminuwiu de manelira sianificativa
o paso da hipofise, os nivelis da FRL & o percentual de
lactotrotos.

Em relacgio &s assocliacties, a combinacio de TaM com
o progestagenc  se  contrapus ao  efeito estimulatario  do
estradiol sobre o percentual de lactotrofosy com BCOF mais
TaM houve reducdo significativa nos nivelis da PRL sérica =
no percentwual de lactotrotfos; 2 com a associracdo de BOF mals
CrOOes tageno houve reduciio  =m todos £ parametros
ohservados .

Bs Fliaguras &, 7 e @ representam  graticamente o
efelto ESSEs diferentes tratamsntos soire [} peso
nipoftisario. a FRL & os lactotrofos.

Na Firgura 9. & Totomicraoscopia o seccies
frpoTlisarlas submetidas a i1muno-histoouwimics,. mostra o
resul tado  dos  diTerentes Tratamentos prolongados sobre os
lactotrofos.

g

- correlacio sntre a FRL sérica @ os  lactotrotTos

no  grupo  tratado  com estroosno Tol fraca  (r= DR i
inexistente no grupo da BOF (r= Q,08) & Trata, negativa, no
arupo do progestagenc (r= -0, 535 ).

Fas
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Figura Q = Cortes hipofis&rios de ratas adultas
coforectomizadas, submetidos & técnica imuno-—-histoguimica
para deteccdo de prolactina (coloracdo marrom). UObjetiva
&3x. AL Tratamento prolongado (65 dias) com estradiol.
B.C,D,E.F e G. Tratamento concomitante de estradiol e
tamoxifen., acetato de noretisterona, bromocriptina ou suas

associactes, conforme especificado sob as fotos.
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B. TAMOXIFEN

C. ACETATO DE NORETISTERONA



D. BROMOCRIPTINA

E. BROMOCRIPTINA + TAMOXIFEN
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F. BROMOCRIPTINA + ACETATO DE NORETISTERONA

G. TAMOXIFEN + ACETATO DE NORETISTERONA
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4. DISCUSSAO.

4.1. REPERCUSSOES HIFPOFISARIAS DO ESTROGENO ENDOGENO

Embora exista um volume apreciavel de informaces
sobre o peso hipofisério, os niveis de FRL sérica e sobre os
lactotrofos de ratos. nem todos esses parametros fToram
avaliados em diferentes condicles estrogé&nicas, em ratas de
linhagem Wistar. Assim. nosso primeiroc objetive foui o de
estabelecer valores referencials para estes pardmetros. em
ratas Wistar de nosso laboratério, em idade pré-puberal,
adultas, ou na vigéncia de ooforectomia. Antes da discuss3o
dos achados. @ necessario enfatizar gue foram afastadas
outras wvariavelis conhecidas gue poderiam interferir nessa
avaliacido. (0 primeiroc cuidado foi com a faixa et&ria dos
animais adultos uwtilizados,. ja& que todos os  parametros
abservados variam com a idade. Com o envelhecimento,
considerado em geral a partir dos Z2 meses de idade., o peso
da hip&fise pode aumentar (SARKAR e cols., 19823 GOLDMAN e
cols., 1288). por hiperplasia de lactotrofos (BERKVENS e
cols.. 1980:; KOVACS e cols. 19803 TAKAHASHI e KAWASHIMA,
19873 CHUENYISKA & cols., 1984), ou mesmo pela presenca de
tumores esponténeos (KOVACS e cols., 19773 BEREVENS e cols.,
1980: TROUILLAS e cols., 1982). Também & conhecido o aumento
na secrecio de FRL com a idade., tanto sm fémeas (SHAAR =

cols., 1975 KOVACS e cols.. 1980: DEMAREST e cols.. 1982;

78



maRkkAR @ cols., 198E; WIBE. 1982) como =2m machos (DEMAREST e
cels., 1985y GOLDMEN = cols., 1988), embora eventualments
esta diferenca ndEo tenha sido encontradsa (VAN FUTTEN =
ELLLASN,  1988). Nesta situacgdo, & hipsrprolactinemlisa pods
resultar  de alteracio dopaminsrolca hipotalaEmicas (SARKAR =
eerles ., 19@2), de alteracdo na dinamica dopaminérgloa
intraglandular (DEMAREST & cols., L98EZ), da hiperplasia dos
lactotrotos., ou mesmo de modificeacdo funcional oestas
cElulas, omo o aumento na  capacidads e secrecdn
(CHUENYIBkA e cols., 1986). Neste trabalho. a idadge masima
dos animais se encontra na faixa classificada como de ratos
adul tos Jovens, estando exclulido sste vieées.

A liberacdo da FRL, por sua ver., esta swieita &
outras lnterterénclas como. por edemplo, a presenca de ritmo
circadianc. Segundo MATTHELIJ e SWARTS (1978), os niveis de
FRL no  rato s3o mals baixos entre 7 & 15 horas, aumentam
entre 13 e 20 horas, 8 sdo flutuantes no periodo da noite. O
neriodo das /7 as L3 horas, gue parece ser o mals estavel @
propicio a experimentacdaoc (MATTHEIJ = SWARTS, L978) Toi agul
utilizado para a coleta de sangue. Cutra wvariavel £ o
EETIrEssSe ., o gual provoca elevacdo nos nivelis da FRL, SEm
comprometer seu ritmo (DUNN e cols., 1972). Alem das Tormas
clidssicas de estresse, como alteracio de luz ou temperatura,
anestesia com @ter, imobllizacdo, laparotomia e sanoramento,
& propria manipulaciEo experimental,. como a retirada  do
animal da gaiola © Seu manuseio por 5 segundos. oL =)

v

mudanca e ambients por 3 minutos, podem @levar



agudamente os nivels de FRL (5EGGIE & BROWM. 19275). Neste
exparimento, & remociEo do animal para o sacrificio foi feita
com o menor distdrbio possivel para os gue permaneciam na
vaiola, na tentativa de minimizar o "efeito do sacritfticio
seguancial’, onde a remocio de L arnimal de ssu  grupo
elevaria o nivel de FRL dos restantes (FELICIO e cols.,

1988) .

Meste experimento, o peso médio da hipdfise total
de  ratas adultas foi 7.4 +/- 0,69 mg. 1 peso médio da
hip&dfise anterior de ratas da mesma ddade., avaliado em
arupos—controle na literatura, oscila entre 9,3 +/— 0.3  mg
(BARKAR & cols., 1982) & 10,9 +/- 0,9 mg (FRYSOR-JONES e
cols.. 1988) na cepa Wistar-Furth., enguanto mna cepa Wistar-—
TW o peso total da hipédfise & S,7 +/- 0,2 mg (TAKAHASHI e
KAWASHIMA, 1283%). MNos estudos citados, assim como nesse. n3o
foi levado em conta o periodo do ciclo estral . embora esteia
referido gue o peso no estro @ maior gue no diestro (BLAKE e
cols.., 1972). 0 peso médio da hipbfise total de ratos machos
Wistar—-TW & 5,0 +/- 0,3 mg (TAKAHASHI e KAWASHIMA., 1982)., da
hip&fise anterior da ratos machos Wistar & &,7 +/— 0,44 oLl
B.11 +/= 0,66 mg (SCHREIBER e cols., 1987) & da hipéfise
total de ratos da mesma cepa & 7,5% +/—- 0,3 o 7,8 +/— 0,9 mg
(JaHN & cols., 1982). Embora alguns desses wvalores sejam
aparentemesnte menores gque alguns valores cocitados para
fémeas, em nosso laboratdrio o peso da hipdfise total de

machos , pareados por  idade. varia entre L lE ot QLGB
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(OLIVEIRA, 1989) e 8,11 +/- 0,5 mg (dados n¥o publicados).

nEo  apresentando diferenca significativa em relaclo as

feEmeas.

Nas  ratas ﬁrénpubarais (2% dias) o peso ol &
hipofize foli significativamente menor gue o de ratas
adultas. MNa observagiio de VODGET e cols. (1970), o peso da
hipdbfise anterior em ratas Sprague-Dawley de 26 dias 2.4
+H/= GO,1 mg) fol significativamente menor gue o de ratas de
a2=i meses emn estro (11,8 +/- 0,6 mg).

Che valores agui observados em ratas

coforectonizadas h&a 30 dias ndo diferiu significativamente
do  peso da hipdfise das adultas. Aproximadamante 20 dias
apts  ooforectomia, o peso da hipofise total relatado em
ratas da cepa Fischer & 13,0 +/~ 1,0 mg (EL-AZ0UZI & cols..
1990), 8 21 dias apbs a castracio & 12,8 +/— 0,7 mg (ELIAS e
WE TNER 1984) ., enguanto nas Sprague—Dawley, 14 dias aptds =&
castracio, o peso médio da hipofise anterior & 12,2 +/~ 0,4
ma (CHEN & MEITES. 1970). Nessas observacles n3o consta o
peso hipofisério de ratas da mesma idade intactas. para gue
possa  ser avaliado o efeito da coforectomia. Fara BLAKE e
cols. (1972) . a castracio também nHo interferiu com o peso
da hipé6fise, guando esse Toli avaliado 4 a & semanas apos &
ooforectomia. Nio estéd afastada. porém, a possibilidade de

alteraciio em periodos mais precoces.

Nas ratas adultas. a liberacg3o de FRL. &

significativamente maior durante o estro e o proestro gus no
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diestro,tanto "in vitro" (5AR & MEITES. 1967) como "in viva"
{AMENOMORI e cols.. 1970). Aumento acentuado nesses valores
& visto especialmente na tarde e noite do proestro (BLAKE e
cols. ., 1229 4 periodo em gque ocorre a secrecio maxima de
estrogenc (YOSHINAGA & cols., 1969). Nesse experimento, o
nivel de FRL sérica encontrado nas ratas imaturas, foi
significativamente menor gue nas adultas, o que vai ao
encontro dos achados de VOOET & cols. (1970), gue relataram
niveis baixos de FRL antes da puberdade., seguido por aumento
agudo no dia da abertura vaginal e declinando apés. Os
valores de PRL agui observados em ratas ocoforectomizadas &
igualmente menor que o das ratas adultas. Esses dados
repetem os achados de AMENOMORI e cols. (19270). BLAKE e
cols. (1972), S8HAAR e cols. (1975), TAKAHASHI e KAWASHIMA
(1982) e JAHN e DEIS (19864). Recentemente foi demonstrado
que ., 14 dias apbts & opoforectomia, h&a diminuic3o de
aproximadamente 55% nos niveis de mRNA PRL hipofis&ria (TONG
e cols., 198%9). Segundo GALA e BOSS (1975) os niveis mais
baixos de FRL das ooforectomizadas em relac3o aos controles,
s3o vistos entre os dias 6 e 14 pos—ooforectomia. e 2esse
efeito n3¥o seria mais detectado entre 28 e 48 dias. Esse
intervalo para normalizacio dos niveis prolactinemicos deve
sy  contestado, tendo em vista nossos achados e de outros
autores (BLAKE e cols., 19723 TAKAHASHI e KAWASHIMA, 1983

JAHN e DEIS, 1986).



0 percentual de lactotrofos hipofisarios, avaliado
atraves de medidas objetivas, foi estudado por poucos
avtores. Em ratos machos adultos jovens, o percentual de
lactotrofos ¢é 10,5 +/—~ 0,7 na cepa Wistar—-TW (TAKAHASHI e
FAWASBHIMA, 198Z2), 26,0 (FEREZ e cols., 1986) ouw 21,7 +/-
1.4 em ratos Wistar (OLIVEIRA, 198%). A diferenca marcada
entre oz achados do primeiro avtor & os demais poderia
refletir diferencas entre as CEPAS, oL diferencas
metodoldgicas, tanto em relacio a técnica wtilizada no
estudo  imuno-histoquimico, como no estudo morfométrico. Em
fémeas, o percentual relatado para esta faiwxa etiria & 27,9
+/= 1,6 (TAKAHASHI e KAWASHIMA, 19283), 29,8 em fémeas Fisher
44 ooforectomizadas (FHELLFSE e HYMER, 1988) &, em suspenszo
de células hipofis&arias, 27.7 +/- 0,6 ou 29,0 +/- 0,8
(CHUKENYISKA e cols., 1986). Esse percentual n3Ho varia
conforme o ciclo estral (TAKAHASHI e KAWASHIMA, 1983,
CHUENYISKEA e cols.. 198B6). Us achados atuais confirmam &
maior proporcio de lactotrofos nas fémeas adultas, o gue
também foi observado por LEONG e cols. (1975) em células em
cultura (29% de lactotrofos em fémeas, contra 154 em
machos). A diferenca entre os sewos pode ser devida a ritmos
distintos na atividade mitédtica (TAKAHASHI & cols., 1984).

Em nossos dados, o percentual de lactotrofos e
mignificativamente menor nas ratas sexualmente imaturas em
relac3o s adultas. Em fémeas Wistar—Imamichi com 20 dias de
idade, esse percentual também & pegueno, da ordem de 13,3

+/= 1,4, segundo NOGAMI (1984). Da mesma forma, TAKAHASHI e



EAWABHIMA (198E) observaram &0 microscopio eletrdnico um
nuamero maior de células de FRL aos 90 dias de idade, em
comparacdo aons 30 dias.

£ ooforectomia diminuwiuw  significativamente [
percentual de lactotrofos. conforme anteriormente observado
por  TAEAHASHI & EAWABHIMA (19832), gue canstataram reducio
desse numerc para 10,6 +/— 0,6 com a idade de 12 meses,
tendo a goforectomia sido realizada entre os 5 e os 20 dias.
0 indice mitdtico (namero de mitoses por milimetro guadrado)
tanto dos lactotrofos como das demails células hipofisarias
diminuem poés-ooforectomia (TAEAHASHI e cols., 1984). A
ausencia de wvariacEo no ndmero de lactotrofos apos a
ocoforectomia no estudo de CHUENYISKA @ cols. (1984) pode ser
justificada pelo curto intervalo entre esse procedimento & &
hipofisectomia (3 dias). Além das alteractes qguantitativas
nas celulas produtoras de FRL, a castrac3o induz importantes
alteracties morfoldgicas nos diferentes tipos de lactotrofos
(TONG e cols.. 1990). Segundo BAKER e cols. (1973F). o volume
dos lactotrofos diminuwi pos-—ooforectomia; avaliacio desse

parametro ndo foli objetiveo do trabalho atual.

4.2. EFEITOS HIPOFISARIOS DO ESTROGENO EXOGENO

Sob  acd3o do estrogeno, um estimulador da fungio
secretéria & da replicacio dos lactotrofos, o peso da
HipHbfise aumenta. atingindo valores méximos na presenca de

tumores induzidos (SELYE e cols.. 1735). 0 peso da hipofise
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pode aumentar am  funcgdEo de varios fatores, entre os guais
estHo a hipertrofia celular (McCOMB & cols.., 1981; CASANUEVA
e cols., 1983), o aumento do conteddo de FRL armazenada
(KTINO e DANNIES, 1981) & a proliferaclo vascular (NIWA
cols., 1987). Outra possibilidade seria o acamulo de ligquido
rna hipafise, a semelhanca do gue ocorre no Gtero  sob
estimuile estrogé@énico (FURR = JORDAN, 1984). Mo entanmto. o
fator preponderante & a proliferaciic dos lactotrofos,
conforme sera discutido adiante.

g possivel.,. as veres, constatar aumento no peso da
hipofise com estimulos de curta duracHo. a intervalo
Necessario para essa observagdo depende da suscetibilidade
hipofisaria & acio estrog&nica, a qual varia de acordo com a
cepa. Assim, uwtilizando implante de estrigeno em duas cepas
com sensibilidade francamente oposta a este esterdide. ndo
foi detectado aumento significativo no peso hipofisério apds
2 semanas de tratamento em ratos Holtzman (WIELUND & cols..
1981) ., engquanto ratos Fischer 244 j& exibiam essa alteraciio
7 dias (HATALA = FPOWERS, 1988) ou 10 dias apds o implante
(ELIAS & WEINER, 1984; SCHECHTER e cols.. 1987). Também
utilizando implante de estradicl. em ratos Sprague-Dawley,
VAN NESSELROOIJ e cols. (1991) detectaram aumento de volume
hipofisirio, avaliado através da ressondncia magnética, Jj& a
partir do nono dia de tratamento.

Em nosso experimento. nenhbuma das doses uwtilizadas
de valerato de estradiol foi suficiente para provoocar

aumento do peso hipofiséario, em avaliacHo feita 7 dias apds



a administragio dnica. Esse resultado ndo confirma os
achados de JAHN e cols. (1982). gue observaram aumento no
peso hipofisario de ratos machos., utilizando undecanoato de
estradiol, na mesma dose e via., & com ©o mesmo intervalo
entre & aplicac®o da droga & & avaliac®o do resultado. Ainda
com aplicaci3o Gnica de estrdbaoeno, foi constatado aumento no
peso da hipofise 7 dias apos 10 mg de ester de
distilestilbestrol (LLOYD e cols.. 1978), ou  mesmo  tHo
precocemente como 18 horas apéds 10 mg de dietilestilbestrol
(JACOBI e cols., 1977). Estes autores ndc detectaram, no
mesmo periodo, nem aumento na concentracao de FRL
hipofisaria, nem aumento na sintese de DNA.

Mo presente estudo., a repetic3o semanal da droaga.
am diferentes doses, em tratamentos de até 21 dias,
igualmente ndo interferiu com o pesc hipofisario. Aumento
aproximado de 76% no peso da hipafise entre o sétimo e o
vigésimo primeiro dia de tratamentoc com estrdgenc em moldes
similares ao nosso, fol observado por JAHN e cols. (1982) .
Tambéem SCHREIRER e cols. (1987) observaram aumento no peso
da hipofise apbs 3 semanas de administracdo de benzoato de
estradiol a ratos machos. embora a dose semanal utilizada (2
mg) tenha sido expressivamente maior. Ailnda com relacdio &
administracies mlltiplas de benzoato de estradiol (4 a 6.
disrias). em fTémeas ooforectomizadas. houve aumento no peso
da hipofise, com doses de 0,1 a 500 mca, em ratas
ocoforectomizadas (CHEN e MEITES, 1970), & com doses de 0,1 a

S mcg em ratas sexualmente imaturas (VOOGT e cols.., 1%970).
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Fara explicar as diferencas entre os achados da literatura e
os atuais, pode se guestionar as diferentes cepas (com
implicaces j& discutidas anteriormente) e sexo dos animails.
Numa das mais precoces observacies sobre o efeito de arandes
doses de estrbgeno sobre a hipertrofia do lobo anterior da
hipofise, Ji& est& assinalado qgue essa alteraclo & menos
marcada tanto em ratas castradas como em ratos machos
(McEUEN e cols.., 1936). 0 namero de animais aguli utilizados
na curva dose—efeito do estradiol , em diferentes tempos de
tratamento, pode ter sido um dos fatores a impedir a
observacdo de um resultado positivo nas ratas tratadas com
estrigeno em relacdio as ratas ocoforectomizadas—controle. Com
a administracdo prolongada de estrégeno (50 dias), o aumento
ro pEs0 da hipéfise n&dEo foi suficiente para ter
significa&ncia (experimento 4). Ele mostrou, no entanto.
tendéncia a uma elevac®o progressiva, conforme observado com
mais 10 dias de tratamento com estradiol (experimento 35).
Apbs & administrac¥o prolongada de estrédgeno (60 dias) a
ratos machos Wistar, estéd relatado aumento sionificativo do
peso hipofiséario (OLIVEIRA, 198%9). Segundo LYLE & cols.
(1984). o aumento do peso hipofisaric em animais com
implante de estrbgeno mostra correlacio positiva com o tempo
de tratamento (r=0,49), enguanto em ratos adultos n3o

tratados, esse peso ndo aumenta com o tempo.

Elevac®o da FRL sérica pode ser detectada no rato

& horas apbs a administrac3o de dietiestilbestrol (JACOEBI e
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cols.y 19773, ou mesmo 4 horas apos l/betaestradiol (MURAI e
HEN-JONATHAN, 1990). Dose-dependencia da resposta da FRL ao
estradiol estié descrita em células hipofis&arias normais  em
cultura (LIEBERMAN e cols., 19783 WEST e DANNIES, 1980),
células tumorais em cultura (TATE e cols.,1984), e"in vivo"
para doses abaixo de 1 mca (VOOGT e cols., 19703 CALIBARIS e
cols.., 19274} ou até S mcg (CHEN e MELITES., 1970: SHAAR e
colae., 1275: FOWERS =2 cols.., 198%9). Nossos achados em
relagio & curva dose-efeito do estradiol sobre os nivelis de
FRL sérica., sendo a FRL dosada 7 dias apbds aplicac3o Gnica
de valerato de estradiocl, foram positivos com a dose de Z0O0
mco, isto @, houve aumento sianificativo em relacdo aos
controles. Do mesmo modo, tambem houve aumento significativo
nos niveis de FRL nos animais gue receberam 14 dias de
tratamento (2 aplicacgles com intervalo de 7 dias), com as
doses de 50 e 00 mcg. & necessaria cautela na interpretacio
desses dados. Com a dose de 50 mcg. em 7 dias de tratamento.
o aumento observado pode n3o ter obtido nivel de
significincia devido & grande variabilidade nos niveis de
FRL. achado comum na experiéncia de outros autores (REIER e

cols.. 1974: DALL'ARA e cols. 1288: VAN NESSELROOIJ e cols..
1991), gue nHEo foi atenuada pela observacHo de um ndmero
elevado de animais. Em segundo lugar. a farmacocinetica da

droaa utilizada pode ter interferido com o resultado.

Utilizando valerato de estradiol em ratos, Ma dose
subcutdnea de 400 mca/l00 g de peso corporal (maior gue
o dobro da dose mé&xima agui utilizada), SEU e cols.
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L1979) nbhsarvaram pico SEr Lo de estradial 2
aproximadamente 12 horas, @ niveis ainda elevados 48 horas
apés s também com dose anica de benzoato de estradiol ha
liberacio da droga pelo menos por 2-3 dias (FOWERS e cols..
198%). Utidlizando 3 mcg de benzoato de estradiol em ratas
osoforectomizadas, COALIGARIS e cols. (1974) observaram
valores altos de FRL sérica pelo menos até o guarto dia apos
a injeczo. Essa constatacio & valida para o sangue cooletado
& tarde, sendo os valores maximos de FRL vistos as 1é horas.
Neste periodo, 0,3 meog de benzoato de estradiol 148 s3o
suficientes para estimular a secreci3io. e a resposta &
crescente até a dose de 1 mcg: se o sanoue for coletado as
11 horas, aumento na FRL sd & observado com a dose de Z0 mco
(CALTIGARIS e cols., 19743, 0 intervalo aguli wutilizado esntre
a aplicagdo do estrogeno e a coleta do soro para dosagem de
FRL pode ter sido demasiado para & observacio de alteracio

na  FRL apds uma Gnica aplicac®o, com a dosagem sendo feits

pela manhd. Um dado gue contraria a ponderacido acima, & o
achado de JAHN & cols. (1982), gue observaram, em ratos
machos, elevacio da FRL sérica 8 dias apos 200 mocog  de

uwndecanoato de estradiol. A secrecdo de PRL pds-estradiol em
ratos machos & menor gue nas fémeas. segundo  estudo "in
vivo" de CALIGARIS e cols. (1974) e maior em células  em
cultura, conforme HOFLAND e cols. (19687). J& aos 21 dias de
tratamento, observameos aumento significativo nos nivelis de
FRL  com todas doses uwtilizadas, num efeito gue pode estar

relaciconado & obtencio de um nivel s&rico eativel de
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eetradiol . ow & wum estimilo secundario da droga ( animals
previaments expostos). Nesta situacso, J& fol  observado
acumuilo maior @ mals raplido de mRNG FPRL, smbora os  padroes
sEricos de sstrogeno sejam gquase i1denticos entre o5 animals
sob estimulo secundario e estionulo primario (ndEo expostos
previamante a0 Normonio) (8ED &2 cols.., L979). PFossivel
explicagdn para a diferesnca de resposta a sstes esstimulos,
serlia a alteracdo no numero de células  responsivas oao
estradiol. EBspecialmente curicoso. & o fato de. aos 21 dias
e tratamento,. o aumento da FRL provocado pelas doses de L0
e 200 moco ter sido similar, enguanto o induzido pels dose de
30 mecg foli malior gue os demais. No entanto, a dose de 50 mog
Mo provooow malor auaento na celularidade de lactobrofos do
gue a de 200 mog (ver adiante). Aumento nos nivelis de  FPRL
anpos injechbes miltiplas de estradicl (diariamente, por &-21
dias) & um achado compartilhado por varios autores (CHEN e
MEITES., 19705 JORDAN g KOERNER, 1797463 JAHN & cols.. LFB2 s
SPOMNA & LEIEBEL, 1981l; NOGAMI,1984).

Em fungdo de ter provocado aumento significativo
nos  nivelis da FRL em todos os tempos de tratamento, a dose
de  E00  moca Tolr  por nos escolhida para o tratamento
prolongado. Esta dose libera estradiol circulante esm nivels
bem mais elevados (JAHN & cols., 1983%) gue em gualguesr Tass
do ciclo estral (BUTCHER & cols.. 1974). (s niveis de FRL
continuaram elevados aos 50 e 60 dias de tratamento com
estrogeno (experimentos 4 & 5. emborae em nivel decrescents.

JAHN e cols. {1782) também observaram declinio do aefeito



estimulatdorio do estrégeno sobre o niveis de FRL comparando
o efeito acs 140 dias de tratamento com o dos 20 dias. Estes
achados divergem e outros relatados com tratamentos
prolongados, os guais mostram aumento progressivo dos niveils
prolactingmicos (CASANUEVA e cols., 1982:; FRYSOR-JONES e
caols., 1987%: LLOYD, 19BZ; HATALA e POWERS, 198831 EL-AZDOUZI e
cols.., 199203 VAN NESSELROOIJ e cols.., 1991). Existem. no
entanto, algumas diferencas entre estes trabalhos e o
atual: enguanto CASANUEVA & cols. (1982) utilizaram 8
injectes de 2 mg de valerato de estradiol a cada 2 semanas.,
s demals usaram implante de estradiol ouw dietilestilbestrol
por  periodos de 60 a 240 dias. Especialmente interessante,
em  relacHo a este tdpico, & o trabalho de ELIAS & WEINMER
(1984). Esses autores realizaram implante de estradiol em 2
cepas distintas, Sprague-Dawley & Fischer 2443 enquanto nos
primairos o aumento da FRL foi progressivo, nos Fischer a
hiperprolactinemia aos 67 dias foli menor gue aos 20, de modo
similar aos nossos achados.

Em ratos machos estrogenizados, h& correlac3o
positiva entre o peso da hipéfise 8 a PRL seérica. com
coeficientes de correlaci3ioc variaveis de 0,59 (OLIVEIRA.
1989), 0,73 (JAHN & cols., 1982) ou mesmo 0,9 (LYLE e cols.,
1984). Em ratos machos estrogenizados., o coeficiente de
correlacio entre o peso da hipofise e o percentual de
lactotrofos & de 0,67, & entre a FRL sérica e ns lactotrotos
& de 0,46 (OLIVEIRA, 1989).

0 aumento na secrecido de FRL provocado pelo
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estrooseno s aconpaniha do aumento na atividade mitobica dos
lactotrofos. Aumento  no numero oe lactotrofos, avallados
atraves da imuno-histoouimica, & visto s partice do oguaeto
idia de uso do sstrogeno (VAN NESSELROOIJ e cols.. 19%1).

0 aumsento na sintese de DNA & posterior B
nipersecrecdo hormonal, o gus ficow demonstrado & particr dos
achados de JACOBI e cols. (19771, gue detectaram aumento na
FRL  sgérica a partir de 6 horas apos dietilestilbestrol,. @
aumento na sintese de DNA hipofisario a partir de 320 horas.
Erntre 2478 horas pos-estimulo héa correlacdio entre os nivels
séricos de PRL 2 sintese de DNA (JACOEBL = cols., L9770
FAUumEnto no dndice mitotico (namero de mitoses por milimetro
auadrado)  foi obssrvado 48 noras apos 50 mog  de  esstracdiol
[ TAKAHABHI e cols., 1284).

Pipos  demonstrar  gue & BCF, além de  inibir &
liperacdo de FRL. também inibia a proliferascidEo nas celulas
hipofisarias induzida pelo sstroogeno. LLOYD = cols. (L1975
sugeriram que o estado secretor da FPRL & gue influenciava a
resposta mitotica. Este mecanismo. abtraves do aua
alteraces no conteddo hipofisdarico de FRL resultam em
eventos no ciclo celular gue afetam a sintese de DMA, fol
posteriormente defendido em outros trabalhos (LLOYD e cols..
1278 BURDMAN & cols.. 1979; EALBERMANN = cols., L9979
LKALBERMANN 2 cols., 12803 JAHN & cols., 19280: JAHN 8 cols..
19820 «

& administracio unica de valerato de sstradiol nao

e  acompanhow, 8m  nosso  edperimento. de alteracdes no



percentual de lactotrofos. Nao ha relatos. ao nosso
conhecimento, avaliando objetivamente a populacio de
lactotrofos, atraves da imano-histoguimica, apos
administrag8o Unica de estradiol.

0 tratamento diario, por 5 dias. com 1, 10 ou 100
mcg de estradiol, apesar de aumentar acentuadamente o mRNA
FRL . se acompanhouw de aumento pegueno no namero de
lactotrofos (NOGAMI e cols., 198%5).

Reforcando & idéia de gue a resposta da hipbofise
ao estrogeno depende da duracdo do tratamento (NOGAMI e
cols., 1985), observamos que com a exposicdo ao estradiol
por 14 dias, 0 percentual de lactotrofos se elevou
significativamente em relac¥o ao controle, & de modo similar
com todas as doses examinadas. A continuidade do tratamento
por 21 dias., manteve os niveis elevados. com valores
semelhantes aos observados com 14 dias.

Nossos resul tados estdo de acordo com os de NOGAMI
(1984)., gue detectou aumento na populac3o de lactotrofos
apéds 10 dias de benzoato de estradiol. e SCHREIRER e cols.
(1984), que relataram, n3o objetivamente, "aumento marcado
na incidéncia de lactotrofos" apb6s 2 semanas de tratamento
com a mesma droga.

A hiperplasia persiste com tratamentos mais
prolongados (LLOYD, 19833 PRYSOR-JONES e cols., 19881
FHELLFS e HYMER., 1988; OLIVEIRA, 1989). Assim. em NOSSO
tratamento por 50 ou &5 dias, o percentual de lactotrofos

nas ratas estrogenizadas manteve-se guase duplicado em
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relacio  as ooforectomizadas (experimento 1), assim como
ot autores abservaram duplicacio o M mer o e
lactotrofos en ratos machos estrogenizados em relacio  a
controles (MOGAMI, 1984; OLIVEIRA, 1989).

Alem da contagem dos lactotrofos através ole
imuno-histoguimica, outros métodos foram uwtilizados para
avaliacgido da replicaco celular. Assim. o indice mitbtico
o a  atividade mitotica (iLndice mitdtico wvezes peso da
hipGfise) estdHo asumentados pés-estradiol (LLOYD =2 cols.,
192759 FeEREZ @ cols.., 19846). tdo cedo como 48 horas apos 50
mcg  de  estradiol., em ratas ooforectomizadas { TAEAHABHL e
cols., 1984). Através da incorporacio de 3H-timidina em DNA,
"in wvivo" ou "in vitro'",observa-se aumento na sintese de DNA
(JACORL & cols., 1977: LLOYD e cols., 1978: JAHN & cols.,
1780y NMOGAMI e cols., 19835). Esse sfeito 14 & constatado
20-48 horas apts administracio de estrégeno (JACORI e cols..
1977 LLOYD e cols., 1978). Achado interessante & o de JAHN
& cols. (1982) gue notaram. sob tratamento continuo., valor
elevado na sintese de DMNA no sétimo dia de tratamento,
diminuicsEo desse estimulo a partir de 21 dias e diferenca
nio significativa a partir dos 4% dias. Esse dado estd  de
acordo  com nossa observaciHo de uma proporciEio estavel e
lactotrofos entre os 14 e os 65 dias de tratamento.

0 aumento na populacio de lactotrofos observado
com o uso  de estrdgeno, poderia ndo resultar  apenas  de
aumento na divisiio celular. Outraz células hipofisarias.

como os mamosomatotrofos, poderiam. através da SECrecHo
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preferencial de PRL nessas condiglies, participar desse
OrocCesso.

Sob acfio estrogenica. tambem fol constatada
dimimuician na sintese £ conteuwdo de GH hipofisdrio (LLOYD @
Ccols.. L978y WICKLUND & cols.. 1981). assim como decr@sclimo
relativo no numero de células produtoras desse  Dormonlo
(LLOYD, 198%), & diminulcido progressiva no nomero de células
produtoras  de GH e normonio adrenocorticotrofico (ACTH) ., =
partir dos 30 dias de implante de dietilestilbestrol (ElL-

GZOUELZY & cols., 1990).

4.3. EFEITOS HIPOFISARIOS DO TAMOXIFEN

A administracédo cle TaM, nas tres doses
avaliadas, foli eficaz em se contrapor ag aumento de peso da
hipHfise estimulado por duas administracties de valerato de
estradiol. Esse parametro n&Eo parece ter sido avaliado n»a
literatura, no mesmo intervalo de tempo.

Mos animals gue receberam valerato de estradiol
Lor 8 semanas, antes de assoclar tratamesnto O (]
antiestrogeno, o TAM (120 mcg) manteve reducio sionificativa
no  peso hipofisario. Esse resultado havia sido relatado  em
experinentos com administracdo concomitante de estradiol e
TEM.  Com esse assoclacio por 15 dias,  fol  impedida a
2levacio no peso hipoTisario gue serlia esperada com o uso do
egtrogeno  (FERRETTI e cols., 1988). Do mesmo modo. com

estimulo estrogenico prolongado e concomitante ao TAM. LYLE
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@ cols. (1984) observaram blogueio completo do aumento
hipofisario induzido pelo estrégeno. No entanto, quando o
TAM  foi uwutilizado apds B semanas de uso  isolado do
estradiol, Jj& com hiperplasia estabelecida., embora tenha
impedido a progressio de peso esperada  com o tratamento
estrogénico, n¥o reduzin o seu valor (LYLE e cols., 1984).
Tambhém STAWOWY e cols. {(1989) nd3o observaram diferenca
induzida pelo TAM (1 mg/kg. 7 dias) no peso hipofisirio de
animais implantados com dietilestilbestrol. Mosso resultado
divergs, partantao, dos  dados  apresentados pelos dois
ltimos avtores.

Apds estimulo estrogénico curto. as doses de 60 @
120 meog de TAM reduziram significativamente, & em  graw
similar, os niveis de FRL sérica. A propriedade do TAM de
antagonizar o estinulo do sstrégeno sobre a liberagdo de
FRL, em intervalos de tratamento semelhantes ao agui
utilizado, estéd registrada nos trabalhos de JORDAN &8 cols.
(1975), JORDAN e KOERNER (197&), SFONA e LEIBL (1981),
WEISENRBERE e cols. (1984) =2 POWERS 2 cols. (1989). Nesses
relatos, as doses de TAM eficazes em produzir essse efeito
variam de 50 mcg/dia a 1 mg/dia (considerando o peso  do
animal de aproximadamente 200 g). A dose de 12,5 mcg/dia ndo
& guficiente para reduzir os niveis de FRL (JORDAN e
KOERNER., 197&). nem a dose avaliada por nés de 20 mog/dia,
Em dois outros estudos (GILNA & MARTIN, 1984 SFONA & cols..
1980), a administracio de TAM aumentow & PRL em animais

estrogenizados. Esse comportamento de agonista
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sabtrogénico,observado  habitualmente com o uso  isolado da
droga  (JORDAN e cols.. 1975: SPONA e LEIRL, 19913 BOWMAN e
cols, e o M FRYSOR-JOMES e cols., IHE N TONEY e
KATZENMELLENBOGEN, 19863 FOWERS e cols., 19895 SFRITZER e
cals.,, 1992(h)) deve sstar relacionado & administraciio aguda
o subaguda (3 a 9 dias) utilizada pelos autores. & sabido
gue a definigc¥o do tipo de resposta ao TAM (funcionando como
agonista ou antagonista estroogegnico) depende de varios
fatores, entre o0s guails a dose empregada  (BOWMAN =
cols.,.1783; AMARA e DANNIES, 1984). Assim, guando em doses
baixas, o TAM aumenta a prmdugﬁm de PRL em cultura de
ceélulas hipofisarias normais,., enguanto em altas doses inibe
completamente o estimulo estrogénico (MARTIMEZ-CAMFOS e
cols, 1988).

ApGs tratamento estroggnico prolongado, =l
introducio de TAM n¥%o alterouw os niveis prolactinégmicos em
nossa observacgiio., resultado similar ao descrito por LYLE e
cols. (1984} .

0 efeito do TAM sobre a celularidade & tema
praticamente inevplorado na literatura, guase restrito aocs
relatos de inibiclo de crescimento  tumoral em  tumores
espontineos de véarias linhagens celulares (NAGBY e cols..
19803 DE QUIJADA e cols.., 1980; LAMBERTS e cols., 1981;
FRYSOR-JOMNES & cols.., 1983). Encontram—se também relatos
psparsos, com respeito 4 aclio do TAM sobre a sintese de DNA
hipoftisario. Em ratos normais, foi detectada diminuwicHo

(SFONA = LEIRL, 1981) ou ausgncia de alteracdo (FRYSOR-JONES
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Z cols. ., 198%) nesse  parametro. Ja cam estrdgeno
concomitante, o TAM, na dose de 100 mcg, inibiuw o estimulo
na sintese de DNA (SFONA & LEIEL, 1981). Em NoOSSa
experiegncia, também ocorre redug3o na sintese de DNA com &0
e 120 mog de TaAM (SFRITIZER e cols.. 1992(a)).

Messe experimento em animais estrogenizados. a
dose de 120 mcg/dia de TAM ndo alterou o percentual de
lactotrofos, avaliado através oa imuno-histoguimica,
independente do tempo de estimulo estrog@gnico. 0 intervalo
de 10 dias de tratamento & suficiente para a droga se ligar
a0 receptor estrogénico e produzir efeito (FOWERS e cols..
1289). No entanto, & possivel gue os receptores n¥o tenham
sido expostos a niveis satuwrantes de TAM {esse nivel foil
obtido, por FOWERS e cols. (198%) com a dose de 1 mg/kg,
suparior & agui utilizada). A dose elevada de estradiol
poderia também ser responsavel por uma afinidade menor do
TaM pelo receptor estroggnico, independente do valor
absoluto de TAM administrado. A& reduclo no peso hipofisario
que ocorre com a droga pode também estar relacionada a
outros  fatores como, por exemplo, o conteddo de liguido
glandular, a exemplo do que ocorre no Gtero, ande  a co—
administracio de TAM inibe o acmulo de liguido estimulado
pelo estrégeno (FURR & JORDAN, 1984). Além disso. ndEo  foi
euplorada a poseibilidade de ac¥o do TAM sobre outros tipos
celulares hipofisarios. gue poderiam justificar a reducdo no

peso & no DNA.
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4.4. EFEITOS HIPOFISARIOS DO ACETATO DE NORETISTERONA

0 peso da hipgfise, apos tratamento combinado com
acetato de noretisterona, mostrou reducso em relacdo ao
grupo estrdgeno isolado. guando utilizada a dose diaria de 1
mg. Ja no experimento crénico, a dose de 0,5 mg também fol
efetiva (OLIVEIRA & cols., 1992). Fara CHEN e MEITES (1970),
a P foi incapaz de alterar o aumento de peso hipofisario
induzido pelo estradiol em doses diarias variando de 0,5 &
10 mg. por & dias. Embora n3o saibamos a raz@io do resultado
diferente no tratamento curto, a Jjustificativa para a
reducEo  do peso no experimento cridnico pode estar no tempo
de exposicido a0 progestégeno, gue al foi ampliado.

DiminuwicHo no peso hipofiséario tambéem foi  observada  por

BAKER e cols. (1972). em ratas tratadas por 4 semanas oL
Mails ., com acetato de medroxiprogesterona (1 mg/lO0 g).
A FRL sérica diminuiu com as doses de 0,1 e 0,5 mg

cle acetato de norestisterona, no edperimento com eXposicHo
estrogeEnica curta, e também diminuiu apés exdposicio
pralongada  com a dose de 0,5 mg (OLIVEIRA e cols.. 1992).
Embora a F possa, nas primeiras horas apds a 2 administrac#o,
induzir aumento da FRL em ratos sensibilizados pelo
estréogeno, o efeito inibitdrio & evidente um dia apos
(CALIGARIS e cols., 1978). Este sfeito foi observado tambem
com o tratamento por & dias, nas doses de 4 mg  (CHEN e
MEITES, 1%970) ou 10 mg (REIER & cols.,1974). Embora CHEN e
TFAGULDADE ¢ ¥ipiGie
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MEITES (1970) nZEo tenbam observado esse efeito com doses
inferiores a 4 mg, = nem REIER e cols. (1974 com a dose
de 2 omo. estd relatado blogueio no aumento da FPRL com &
administracio Gnica da droga, na dose de 0,8 mg/lkg de peso
corporal. Também TONG & cols. (198%) observaram, com 2 mg de
progesterona por 14 dias, revers#o de 25% do aumento do mRNA
FRL gue se segue ao estradiol.

A P também reduz o aumento dos niveis da FRL
induzido pelo sestresse, provocado pelo @éter—laparotomia. em
animais estrogenizados (REIER e cols.. 1974).

Em células  tumorais (GH3Z) em cultura, a I
igualmente inibe o efeito estimulatério do estradiocl sobre a
FRL (HAUG 2 GAUTVIE, 1976). Esse efeito & compartilhado pelo
progestageno RSO20, am células normais = cultura,
sansibilizadas pelo estrdgeno (GIGUERE & cols.. 1982).

Aleam do efeito antiestrogenico da F sobre a PRLL, &
possivel um efeito androgégnico., como sugerido por GIGUERE e

cols. (1982) e TONG & cols. (1989).

0 namero de lactotrofos n¥o foili alterado nos
animais gue receberam a dose de 0,% mg de acetato de
noretisterona por 5 dias, mas sofreu redug&o significativa
quando utilizada a mesma dose por 12 dias (OLIVEIRA e cols.,
LIRET »

0 estudo da celularidade dos lactotrofos sob
efeito de F ou progestagenos & extremamente escasso. Fara

HAUG e GAUTVIE {1976) ., a F "Moo afetouw o crescimento
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celular”  em cultura de células tumorais GHIZ. Fara BAEKER e
cols. (1973), implante de noretinodrel ouw noretindrona.  em
ratos, provocow hipertrofia de lactotrotos, que Toi
relacionada & sstrogenicidade intrinseca desses compostos,
i&d que o mesmo efeito n¥o fol observado com o acetato de
medroxiprogesterona.

Em c¥es, o efeito da F. gue & estimulador em
relac3o & FRL (em oposiciEo aop observado no rato & no homem),
se acompanha de aumento no percentual de lactotrofos (ATTIA,
198013 . & demonstracio de efeitos sobre as celulas
hipofis&arias, depende da duraciic do tratamento, dose
ntilizada & intervalos de administracio., niveils estrogénicos
do animal., tratamento estrogénico associado, presenca ou n3o
de atividade estrogénica inerente na droga, & também da
origem natural ou sintética do progestagenco (ATTIA, 1980).

Com relaco aos efeitos antiproliferativos da F ou
derivados sobre os lactotrofos de ratos estimulados pelo
estrogeno, desconhecemos outros resultados com os quals
possam ser comparados os nossos. Segundo LAMRBERTS e VERLEUN
(1987), como as alteracgles na liberac®o de PRL (inibitdrias,
com P ouw acetato de megestrol em cultura) sSempre se
correlacionaram com alteractes no conteddo hipofiséario de
FRLL, & no conteddo de proteinas e DNA  celular. cabia a
sugest3o de efeito inibitério no namero celular. Essa
sugsstio ficou demonstrada obietivamente em nossa

EMpEriBncCia.
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4.5. EFEITOS HIPOFISARIOS DA BROMOCRIPTINA

Neste euperimento., a curva dose—efeito da BCFP. sob
estimulo estrogénico curto, mostrou diminuicd¥o no peso
hipofisario em relagio ao efeito do estradiol., com as trés
doses wtilizadas. Embora a diferenga do resultado entre as
doses  nmEo tenha sido significativo, o menor peso observado
foi com o0 uso de 0,48 mg/rato. Ma literatura, também foi
observada reducdo no ganho de peso hipofisario. em esguesma
de tratamento similar, com a dose de 0,3 mg/l100 g de peso
corporal (LLOYD e cols., 192753 LLOYD e cols.. 19278). Nossos
dados acrescentam, portanto, a informac3o de que. utilizando
doses menores gue as j& descritas (0,08 mg/rato), a BCFP &
eficaz em se contrapor ao efeito estrogeénico.

A dose de 0,6 mg/rato foi selecionada para o
tratamento de animais com exposicdo prolongada ao estrdgeno.
Nesses animais, essa dose fol igualmente eficaz em diminuir
o peso hipofisario. Esse resultado diverge dos achados de
JAHN e cols. (1982) e confirma os de FKALBERMANN = cols.
(1980), LYLE e cols. (1984), ELIAS e WEINER (1987), DALL'ARA
e cols (1988) e PHELPS e HYMER (1988). A explicacio para a
diversidade nos resultados. esta. possivelmente., no tempo de
uso da BCF, j& gue a observac3o de JAHN e cols. (1982) =e
refere a 2 administractes antes do sacrificio do animal,
enquanto as demais esti3oc associadas a um numero minimo de

5 dias consecutivos de tratamento (PHELFS e HYMER, 1988).
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Guanto ao nivel de FRL., ele foi reduzido com todas
as doses avaliadas. Na literatura, a dose dnica de 0,3/100 g
de peso corporal, gue & suficiente para diminuir os niveis
de FRL sérica e inibir & sintese de DNA em ratos normais
(JACOBI e LLOYD, 1981), também & eficaz em 1inibir a FRL
sérica (DAVIES e cols., 1974: LLOYD e cols., 1975) e a
sintese de DNA (DAVIES e cols.., 1974) em ratos estimulados
pelo estradiol. Inibic3o da FRL sérica apos estimulo
estrogénico curto. também foi observada com a uwtilizaclo de
doses maiores (1 mg/rato) de BCFP (FEREZ & cols.. 1986).

Em animais cronicamente sestimul ados pelo
estrogeno, esta mantida a reducio dos niveis de FPRL com =&
BCOF,. como anteriormente observado (KALBERMANN @ cols., 19280;
JAHN & cols., 1982; DALL ARA 2 cols., 19883 FHELFS e HYMER,
1988). Fara JAHN e cols. (1982) e DALL ARA e cols. (1988), o
valor da FRL sérica regride até o nivel apresentado pelos
animais—controle (n3o estrogenizados). Segundo GALA e EOSS
(19759). LYLE & cols. (1984) e ELIAS e WEINER (1987), com o
bratamento simultiéneo estradgeno-BCF, a diminuiciHo dos niveis
de PRL & menor do gue a obtida com o uso isolado de BCF.
Lactotrofos eupostos aoc estréogeno também apresentam, "in
vitro". diminuic3o da resposta maxima & BCF (WEST e DANNIES,
1980). For outro lado, outro grupo relatou efeito maior da
BCF  em animals tratados com estrogeno, do gue em  controles
(CASANUEVA e cols., 1282). Nosso trabalho n3o permite
discutir esse ponto. j& gue ndo fol observado um arupo ndo

estrogenizado tratado com BCF. No entanto. se fizermos
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COMDEyasEo com O Qrupo o8 ratas ootorechomizadas oo
@mEoErimentn L, oocorrew apenas diminuicdEo parcial do efeirto

SHTIOORNLC0.

FICLLL em animais oue receberam BCF (0,6
mg/sratosdia)l  apos estimulo curto com estradiol, ndo  fol
detectada alteracdo no percentual de lactobtrofos. Eim
BHOBrLIMENTOS oM desennn semelhante,  ha relatos re

cdiminuicdo na sintese de DNA visto atravées da  dncorporacio
de [IHTtimidina "“in vivo" (DAVIES e cols., 1%84); reducio de
celulas hipofisarias em mitose., coradas oom hematoxilina—
eosina (LLOYD & cols., 197%)ie reducdo de células em mitose,
sendo ApEnas LO% dessas celulas  am mitose coradas
positivamente com o antisoro anti-FRL (FEREZ e cols., L1984).

Na experignclia com tratamento Sstrogenico cronico.
o pericdo de administraciio da BCF foil esstendido para ]
dias. Esse intervalo permitiu a observagio de redoclo
significativa co percentusl de lactotrofos, u
aprozimadamente 174 em relacio aos animals estrogenizados,
Em ratos com implante de dietilestilbestrol. gue receberam
BCF diariamente. por S5 dias, FPHELFS = HYMER (1988) n&o
observaram reducio no percentual de lactotrotos. O efeito
antiprolitferativo da BRBLOF. avaliado através da analise do
ciclo celular, medindo o DNA por citometria de fluxo a
laser, também fol pegueno (FHELFS = HYMER, L1988). §#a
conclusdo desses avtores. reversio da proliferacso celular
rEo & um efeito maior do tratamento com BOF. & sim @

reversdo da hipertrofia celular =2 a inibicio da sintess e
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liberagdo da FRL. Essa conclus3o é passivel de discussio.

fssim, o percentual de reduclo de lactotrofos. em nossa
exparignocia, embora modesto, foi significativo. Tambeém
CHEOr e diminuiciHo na sintese de DNA em outros LS
edperimentos CCIm exposicio prolongada AT sstrdgeno

(EALBERMANN & cols., 19803 DALL ARA e cols.. 1988). Nesses
trabalhos, a administracdo da BCF foli de mo minimo 12 dias.
Talvez o intervalo de tratamento necessario para gue a
alteracdo no namero de lactotrofos possa ser detectada
atraves da imuno-histoguimica, seja supesrior aos 5 dias
utilirzados por FHELFS e HYMER (1988) (e essa seja também a
explicagdo  para nossos achados negativos com 9 dias de RCF
apas estimulo estrogénico curto). Essa idéia encontra apoio
rma sequencia de eventos similares gue ocorrem apos o uso  de
estrogeno, discutida anteriormente: engquanto a alteraciio na
sintese de DMNA j& ocorre a partir de 30 horas (= =
administracio (JACOERI e cols.. 19287), o aumento no rnamero de
lactotrofos, visto através da imuno—~histoguimica. ocorre a
partivy do guarto dia (VAN NESSELROOIJ & cols.. 19921)Ys @&
muito peEqueno apos 5 dias (NMOGAMI e cols., 1985%), & &s vezes
s detectado apds 10 dias de tratamento com estradiol
(MOGAMI, 1984). Em animais com hiperprolactinemia Do
hiperplasia espontidnea de lactotrofos, tratamento prolongado
oM BCF leva a Lim decréescimo continuo o

percentual de lactotrofos (McCOME e cols., 19848).
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4.6. EFEITOS HIPOFISARIOS DAS ASSOCIACOAES DE TAMOXIFEN,

ACETATO DE NORETISTERONA OU BROMOCRIPTINA

Todas as associacties de drogas foram eficazes em
diminuir o peso hipofisario apos estimulo estrog@gnico curto.
sempre ao mesmo nivel obtido com o uso isolado das drogas.
Ja Com tratamento estrog®Enico prolongado, apenas a
assocliacio RBCF & progestaceno blogusow o aumento no peso  da
hipGfise: nas outras associactes, embora o peso hipofisario
tenha diminuido, n¥Eo houve significi#ncia. Esse achado ndo se
deve a uma diminuicio do efeito sobre uma hiperplasia de
lactotrofos Jj&4 estabelecida, j& gue, iscoladamente, as drogas
tiveram efeito redutor. Deve ser considerada a possibilidade
e e , nas condiges experimentais de administracio
estrogénica prolongada, & na presenca do progestageno, o TAM
tenha se comportado como agonista estrogénico.

Todas as assoclacles inibiram a liberacXo de FRL
de maneira significativa., exceto a associac3o progestageno e
TaM no experimento prolongado, onde & inibigdo. embora
existente, foli menor. Chama atengio o fato de. nesse arupo,.
a exemplo dos dois grupos sem resposta guando avaliado o
peso hipofisédrio, estar incluido o TAM.

Enguanto nenhuma associacio (como também nenhum
tratamento isolado) interferiu com a celularidade apos
estimulo curto com estradiol. todas as combinagBes reduziram
a populac3o de lactotrofos no experimento crdnico. Assim. O

compartamento desse parametro parece depender mais da
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duracio do tratamento com as droges observadas, do gue com &
duwracio do estimulo estrog@nico (o percentual de lactotrofos
nio diferiu no tratamento estrogenico curto & Rl
prolongadol .

g dmportante assinalar gue em nenhuma ccasifo  foil
observada resultado positivo das associacgles em nenhum  dos
paramstros avaliados, se n3o exiszstisse também um resultado
positivo com  ag menos uma das drogas iscoladas. Do mesmo
modo ., mnem gquando as duas drogas dsoladas eram efTilicazes  &m
alterar o iftem em observacio, houve potenciacEo de efeitos
COIm (o tratamento combinado. Embora nas condictes
@uparimentais aqui wtilizadas ndo tenba se obseryvado
vantagem com o uso das assoclacles, & preciso levar em conta
ous nEo foil realizada curva dose-~resposta para BRSO
assoclagies, as qualis foram exploradas em dose fiva. Também
existe a possibilidade de gue a dose de aloum farmaco usado
na assoclacgio fornecesse a  resposta mésima para Lim
determinado efeito. Nessas condicgBes, n3o se observaria
potenclLacio de efeitos.

& assoclacia de TaM com BCOF & pouco explorada em
modelos experimentais. A diminuigdo dos niveis de FRL
induzida pela BCF em células  tumorais em cultura. foi
potencializada pela adiglo de TaAM (DE  GQUIJADA & cols. .
1980a) . Sinergismo destas duas dronas na agHo
antiproliferativa ndo fol posteriormente confirmado nem  em
cédlulas hipofigéarias tumorais humanas, "in vitro" (ARAFAH =

cols., 1283). e "in wvivo"., em ratos com prolactinomas
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espontinecs transplantados (FRYSOR-JONES e cols.., 1983). Em
Fumanos, a introduc3o de TAM no tratamento de prolactinomas
invasivos, mostrou leve efeito aditivo ou potencializador em
relacdo & BOF (LAMBERTS e cols., 1982). Em &/10 pacientes
acompanhados  por VOLKER s cols. (1982) a adigl3o de TAM
resultouw eam  supressico marcada da FRL. Finalmente., duas
pacientes intolerantes & BCF, tiveram boa resposta clinica,
incluindo gravidesz, Com tratamento combinado de
BCF & TaM (KODIZUMI e AONO, 1986).

Nio existem. ao nosso conhecimento, & & epoca da
realizacio desse estudo, informactes sobre as assoclacles
TAM e progestageno ou BOF e progestageno. Fortanto, a ideéia
indcial de que pudesse haver efeito aditivo (w1 de

potenciacHo com @ssas assocliactes., & partir dos diferentes

MECanisnos de acdo hipofis&ria das droogas. n#o foi
comprovada com o desenho ewperimental uwtilizado. Como
ressalvado anteriormente, alguns fatores podem ter
interferido negativamente Nnesse resultado, merecaendo

continuidade o estudo do tema.

4.7. ANALOGIA ENTRE 05 RESULTADOS OBTIDOS NO MODELO

EXFPERIMENTAL E O EFEITO EM HUMANOS

82 oz efeitos de um determinado farmaco s3o as
veres opostos em diferentes cepas de uma mesma eespéecie,
extremamente delicada seria a tentativa de transposicgio dos

resultados inter—-sspécies. No entanto, lactotrofos de ratos,
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normais ow  tumorais, s&80 bons modelos para  estudar o=
efeitos de estrigenos ou antiestrégenos (LAMBERTS & VERLEUN.
1987) ., permitindo algumas consideractes sobre o tema.

Alguns dos efeitos estimuladores do estrigeno na
atividade hormonal & mitdtica da hipéfise do rato (LLOYD e
cols.., 19753)., que se expressam abravées do aumento da sintess
e libsrac¥o de FRL, & da hipesrtrofia e hiperplasia dos
lactotrofos, encontram paralelo em humanos., por ocasifo da
gravidez (FEILLON & cols., 1970) ou do uso de estrogenos em
altas doses (FRANTZ e cols., 1972; ASSCHEMAN e cols..
1988a.b). Neste trabalho, o uso do estrbgenc =serviu  para
estabelecer o modelo animal, sendo os resultados observados
confirmatdrios dos achados da literatura. Foge dos objietivos
principais a elaboracio de conjecturas sobre os efeitos
deletérios desse esterdide na hip&fise humana.

No rato, 0s efeitos inibitérios da BCFP @ se
expressam  através da diminuici3o da sintese e liberac3o da
FRL  (DANNIES e RUDNICK, 192€80; JACORI e LLOYD, 1981) =, em
ratos estimul ados pelo estrigeno  ou em lactotrofos
adenomatosos, também através da diminuiclo da proliferac3o
celular (LLOYD e cols., 1975; FRYSOR-JONES e JENKINS, 1981
FRYSOR-JONES e cols., 198%2: McCOME & cols.. 1985: FEREZ e
cols., 17286). Estas acles também encontram paralelo em
humanos. No homem, & BCF diminuwi a secrecgio de FRL (DEL FOZO
2 cols., 19723 BESSER e cols.. 1972) e causa diminuicdo do
vaolume de micro e macroprolactinomas (DEMURA = cols., 1985

LESSER e cols., 19290). 0 evento principal gue se segue ao
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uso da BCP em ratos e humanos, isto &, a reduc3o de volume
celular por inibic¥o da maguinaria da sintese hormonal., esta
bem estabelecida. A inclus3o da droga nesse experimento
baseou-se: 1) no desejo de um "controle positivo", isto é,
que sabidamente causasse reducHo nos niveis de PRL, e 2) no
ohjetivo de documentar alteraclhes na celularidade. gue s3o
pouco exploradas no modelo utilizado. através da contagem de
lactotrofos identificados pela técnica da 1Lmunc—
histoguimica.

JaA com o uso de TAM sob estimulo estrogenico,
mesmo em ratos as informacties s¥o0 inconcsistentes. Revisando
os relatos publicados, h&d uma tendencia de efeito inibitdrio
sobre a secrecdo de PRL. Faltam informacties sobre o efeito
do TAM na celularidade. A incursido Nnessa ares &
estimulada por trabalhos clinicos gue mostraram alaum
beneficio com & adic%o de TAM & BCP (LAMEBERTS e cols.,
1982; VOLEER e cols., 1982: KOIZUMI e AONO, 198&68). Em nossa
ohservac®o, resultados favoravels foram constatados com ©
TAM, guando considerado o peso hipofisario. 0 resultado Toi
variavel na secrecHo de FPRL (inibicio ou ausencia de efeito)
& n3do se observaram efeitos sobre a celularidade. Tanto essa
variabilidade, como o resultado pobre guando o TAM  foi
utilizado Mas assoclacties, =¥ justificados pela
complevidade de sua agdo. Os dados atuais n&®o  permitem
conclustes definitivas sobre a ac¥o hipofisaria do TAM.

Finalmente, sH3o encorajadores os resultados

obtidos com o acetato de noretisterona. Em ratos."in wvive".
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a progesterona  inibe a liberacdo de FRL induzida pelo
estroageno (CHEN e MEITES, 19703 BERANN 2 cols.. 1968). Além
desse efeito, agui fol constatada Lma acdo
antiproliterativa., tema ate o momento inexplorado. Relatos
isolados  em  humanos mostran, com o uso  de  progestagencos,
reduc3io nos niveis de FRL,., tanto induzidos pelo estrogeno
(SCHATISON, 1980) ., como em pacientes com microprolactinomas
(SITRUE~-WARE & cols.. 178%5). Ds resultados s3o novos e
necessitam confirmacdo. Deve, também , ser aventada &
opossibilidade de trabalhos clinicos gue avaliem o beneficio
do uso de progestagenos em situacss onde o uso do estroogeno
inspire cautela (por exemplo, na anticoncepcdo de paclentes
com hiperprolactinemia. em tratamento com bromocriptina)

(MALLMANN e SPRITZER. 1992).
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S. CONCLUSOES

L. Em ratas Wistar, tanto o pesco hipofis&arioc., como
a liberagdo de FRL = o percentual de lactotrofos, e%5Ho
significativamente menores em ratas sexualmente imaturas em
relac3o as adultas jovens. Em ratas castradas., oz niveiszs de
FRL sérica e o percentual de lactotrofos também S0
significativamente menores que os das adultas intactas,
aquandao  esses  pardmetros  s%o avaliados 20 dias  apés  a
ooforectomia. Conclui-se gue o estrdogenco enddgeno tem papel
definido na populacgio de células hipofisarias secretoras de

FRL. .

2. 0 wvalerato de estradiol, i& apos 7 dias de
tratamento (periodo minimo avaliado) foi eficaz em elevar
significativamente os niveis séricos da FRL &. a partir dos
14 dias, em elevar o percentual de lactotrofos. Com a
administracdo de estradiol por até 65 dias,. houve tend&#ncia
de elevaciio progressiva no peso hipofisario. persisténcia de
hiperprolactinemia, embora em nivel decrescente, & aumento
no percentual de lactotrofos. em nivel semelhante a0
observado com estimulo estrogenico de menor duracdo. Estes
achados enfatizam o efeito estimulatdrico do estrogeno
extoenc sobre os lactotrofos, e acrescentam dados a) em

relac3o ao pericodo minimo para observacdo de alteragiies na
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celularidade através da imuno-histoguimica, & b)) guanto &
ocorréncia de um plat® no estimulo proliferativo, nesta

cepa, nos limites do periodo observado.

b

Z. Em animais tratados por S5 dias com tamoxifen (@&
12 dias de estrdgeno) observou-se diminuicdo do pEso
hipofisario com as trés doses utilizadas (20, 60 ou 120
mecg/dia/rato), e redugdo nos niveis da FPRL sérica com as
doses de 60 e 120 mcg. N¥#o foi detectada alteraci3o na
celularidade. Com hiperplasia de lactotrofos definitivamente
estabelecida, sob estimulo estrogénico prolongado, & com 12
dias de administrac3o didria de tamoxifen, se manteve a
reduciio no peso hipofis&ario, sendo ausentes as aclies sobre
os niveis de PRL e a celularidade dos lactotrofos.
possivel concluir gue o tamoxifen tenha uma aco hipofisaria
consistente, embora em populag3o celular ainda nEo

identificada.

4. Animais tratados por 5 dias com acetato de
noretisterona (e 12 dias de estrogeno) mostraram reducio no
peso hipofisario com a dose de 1 mg, e reducdo da FRL serica
com as doses de 0,1 & 0,5 mg. Nio foi alterado o numero de
lactotraofos. Apos tratamento estrogénico prolongado, o
acetato de noretisterona (0,59 mg di&rios, 12 dias) manteve a
reduc3o no peso hipofisario & na FRL sérica e, nestas
condicles experimentais, foli observada uma reducso no

percentual de lactotrofos. Estes resultados demonstram gue,
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neste modelo, o progestéagenc @ eficaz em =& contrapor a

todas as acles estimulatérias do estrédaeno aoui avaliadas.

D Tratamento por 5 dias com bromocriptina (e 12

diss de estrégeno) levou & reduciio de peso hipofisario com

todas doses utilizadas (0,05, 0,2 & 0,6 mg). as guais foram
igualmente eficazes em diminuir a PRL sérica. Com essa
duracHo de tratamento nEo se observouw al teracio &

celularidade. Mesmo com hiperplasia crénica dos lactotrofos.
quando  administrada por 1% dias a bromocriptina foi eficaz
en reduzlir os trés parfimetros: peso hipofisario, FRL  sérica
e percentual de lactotrofos. Esses dados demonstram a
classica e poderosa ac¥o antidopaminégragica da drooga. A
reducHio o namero de lactotrofos, cuja extens3io ainda &
controversa na literatura, foi agui registrada objetivamante

& por documentacHo fotoorafica.

Ha fs asscociacglies de tamoxifen, acetato de
noretisterona ou bromacriptina n¥3o produziram, nesse mnodelo
euperimantal , em nenhuma circunstancia, efeito de
singrgismo. sejia de adic3o ou potenciacio. Esses resultados
s limitados A&s combinactes de doses aguili utilizadas.

servindo como referféncia para a extensfo da investigacHo.
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&. RESUMO

Em  ratos, o estrdogeno tem acgles estimulatérias
sobre a sintese e liberacio de FRL e sobre a proliferaci3o de
lactotrofos. 0 papel do estrdoeno enddgeno estd demonstrado
nesta observac3o, onde ratas Wistar sexualmente imaturas ou
coforectomizadas apresentam niveis de FRL serica
significativamente menores que ratas adultas Jjovens
intactas. 0 estrogeno exdgeno (valerato de estradiol) também
estimula a secrecfo de FRL & o ndmero de lactotrofos. em
periodos de tratamento de até 65 dias, em doses semanais de
10, S50 ou 300 mcog/rato.

Em ratas ooforectomizadas., sob 12 ou 6% dias de
estimulo estrogenico., foram avaliados os efeitos
hipofisarios de um antiestrogeno ndo esterdide, o tamoxifen
{20, &0 ou 120 mcg/dia), & de um progestégenc., o acetatoc de
noretisterona (0,1, 0,5 ou 10 mg/dia). Nesse modelo, os
principais mecanismos de acio dessas drogas s3o a inibic3o
de receptores estrogénicos e a modulacio dos efeitos do
estradiol. Também foi avaliada a acdo hipofisaria da
bromocriptina (0,08, 0,2 ou 0,46 mg/dia), um agonista
dopaminérgico, e das combinaciies de tamoxifen., acetato de
noretisterona e bromocriptina. 0 tamoxifen reduziu o peso
hipofis&ario, independente da duragso do tratamento

estrog@nico, e diminuiu a FRL sérica quando o estréogeno foi
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estrogénico., e diminuiu a PRL sé&rica guando o estrogeno fol
usado por 12 dias. 0 acetato de noretisterona reduziu o peso
hipofis&ario @ & PFPRL sérica e também. no tratamento
prolongado., reduz i (] percentual de lactotrofos.
Interfergncia especialmente eficaz foi a da bromocriptina
gue, =m todas as doses avaliadas no tratamento curto, foi
inibitoria em relacifo ao peso hipofisario e secrecdo de FRL.
e na dose de 0,6 mag, mesmo sob hiperplasia 14 estabelecida
de  lactotrofos, inibiw todos os estimulos  induzidos pelo
estradicl. A associac3o de tamoxifen ou acetato de
noretisterona a bromocriptina n3o mostrouw efeito de
sinergisma em nenhuma circunstancia.

. Concluindo. entre o0s VArios resul tados que
confirmam dados anteriores ou ampliam o© conhecimento
relativo aos efeitos hipofisarios da inter-relacdo estrogenco

e demais fTarmacos avaliados. destacam—se o0s resultados

aobservados com o progestéageno. 0 progestéaogeno mostrou
eflicadcia =11 se contrapor ans efeitos estrogénicaos
hipofisarios, Com enfase eapecial & SLLE ACHD

antiproliferativa sobre os lactotrofos, agui obijietivamente

demonstrada.
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ABSTRACT

In rats, estrogen has stimulatory actions on  the
prolactin synthesis and release and on prolactin cell
proliferation. The role of endogenous estrogen is
demonstrated in  this observation. where prolactin serum
level in immature (246 days old) or ovariectomized Wistar
rats 1is significantly lower than in  intact adult rats.
Estradiol valerate alsoc stimulates prolactin secretion and
increases lactotroph number, in treatment periods of up &5
days with weekly doses of 10, S0 or 300 mcg/rat.

In ovariectomized rats, under estrogenic stimulus
for 12 or 6% days, the pituitary effects of tamoxifen, a
non—steroid antiestrogen (20, &0 or 120 mca/day) . and the
progestin norethistercone acetate (0,1, 0.5 or 10 mg/day)
were evaluated. In this model, the mechanisms of action of
theses drugs  include estrogen receptor inhibition and
modulation of estradiol effects. The pituitary action of
bromocriptine (0,05, 0,2 or 0,68 mg/day)., & dopamineragic
agonist., and of tamoxifen, norethisterone acetate and
bromocriptine associations were also evaluated. Tamoxifen
reduced pituitary weight stimulated by estradiol,
independently of estrogenic treatment time, and reduced
serum  prolactin level when estrogen was used for 12 days.

Norethisterone acetate also reduced pituitary weight and

riy



serum prolactin level and. when the treatment was ewtended.
reduced the lactotrooph number. Bromocriptine Was
particularly efficient 4in inhibiting the increase in
pituitary weight and prolactin secretion in all doses
evaluated at the short time treabtment. With continuous
treatment, it inhibited the different estradiol-induced
stimulus, despite the definite lactotroph hyperplasia. The
associations of tamoxifen, norethisterone acetate anl
bromocriptine did not show sinergistic effects in any
situation.

We conclude that owr main results are that the
progestins antagonize the pituitary estrogenic effects. with
special emphasis to its antiproliferative action on  the

lactotrophs, objectively demonstrated in this study.
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