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RESUMO

A prolactina (PRL) ¢ um hormoénio secretado pela hipofise anterior que exerce
multiplas fungdes, relacionadas ou ndo com os processos reprodutivos. Este horménio
€ importante no inicio € manutengo da lactagdo e modula a agdo das gonadotrofinas.
Desta forma, modificagdes na sua secregdo, como a hiperprolactinemia, estdo
associadas com alteragdes menstruais, galactorréia e infertilidade. Além disso, os
prolactinomas sdo os adenomas hipofisarios mais prevalentes e, uma causa
relativamente freqiiente de hiperprolactinemia. A regulagdo da secregdo de PRL ¢
bastante complexa, envolvendo varios sistemas de neurotransmissores centrais e
neuropeptideos de origem hipotaldmica ou dos lobos hipofisarios posterior e
intermediario. Os principais estimulos fisiologicos para sua secregdo sio a sucgdo, o
estresse € o estrogénio. A propria PRL autorregula sua secregio e sofre influéncias de
varios peptideos que atuam através de mecanismos paracrinos e autdocrinos. Diferente
de outros horménios hipofisarios, a PRL ndo ¢ regulada por retroalimentagdo de
hormonios secretados pela glandula alvo, e o controle hipotaldmico € essencialmente
inibitdrio. A dopamina é responsavel pela inibi¢do ténica exercida pelo hipotalamo e
sua agdo pode ser modulada por outros reguladores, principalmente os liberadores,
COmo O estrogénio.

O estrogénio ¢ um potente estimulador da secre¢do de PRL e
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sua administragdo pode induzir adenomas hipofisarios dependendo da dose, duragdo
do tratamento, espécie e suscetibilidade da cepa. A bromocriptina (BCP) ¢ um
agonista dopaminérgico bastante eficiente em reduzir a hiperprolactinemia e o
tamanho de tumores hipofisarios secretores de PRL, tanto clinica como
experimentalmente. Considerando que os estrogénios induzem hiperprolactinemia,
tém sido investigados os efeitos sobre a secrecdo de PRL de alguns farmacos com
agdo antiestrogénica, como o tamoxifeno e os progestogénios. O tamoxifeno (TAM)
¢ um inibidor competitivo do receptor estrogénico, enquanto 0s progestogénios
atuam diminuindo os receptores estrogénicos e/ou estimulando a enzima conversora
de estradiol em estrona. Existe um grande nimero de modelos experimentais para o
estudo da regulagdo da secregdo de PRL, dependendo dos pardmetros avaliados. O
estimulo da fun¢do e proliferacdo lactotroficas através da administragdo de
estrogénios € um desses modelos, embora nio haja uma padronizagdo quanto aos
farmacos, as doses e a duragido dos tratamentos utilizados.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um modelo experimental de
hiperprolactinemia dependente do estrogénio, avaliando-se niveis de PRL sérica, peso
da hipofise e percentual de c€lulas imunorreativas & PRL na hipofise de ratas, que
receberam varios esquemas de tratamento estrogénico. Apos a validagdo do modelo
pela avaliagdo das variaveis estudadas em resposta a administracdo de BCP, foram
investigados os efeitos de um progestogénio, o acetato de noretisterona (NA), de um
antiestrogénio, o tamoxifeno (TAM), e da associagdo de TAM com NA e BCP, sobre
0S mesmos parametros.

Foram utilizadas ratas Wistar adultas, ovariectomizadas e tratadas

semanalmente, durante 2, 4 ou 10 semanas, com duas doses de benzoato de estradiol
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(BE): 50 ou 300 pg/rata (ESO e E300, respectivamente). Associado ao BE também
foram administrados, nos ultimos 5 ou 12 dias do tratamento estrogénico, BCP (0,05
ou 0,6 mg), NA (0,5 ou 0,1 mg), TAM (20 ou 60 pg) ou TAM combinado com NA e
BCP, nas doses mais baixas. Estes farmacos foram administrados diariamente e todas
as injegdes foram realizadas por via subcutdnea. As ratas foram sacrificadas por
decapitagdo, e as hipofises foram removidas imediatamente, pesadas e fixadas em
formalina para posterior processamento por imunohistoquimica. O sangue troncular
foi coletado, centrifugado € o0 soro armazenado a -20°C até a dosagem de PRL por
radioimunoensaio de duplo anticorpo. As hipéfises foram incluidas em parafina e trés
cortes de cada uma foram corados de acordo com o método da avidina-biotina-
peroxidase (HSU et al., 1981 modificado por COUTINHO, 1988). O cromogeno
utilizado foi o diaminobenzidina (DAB). Em areas escolhidas ao acaso foram contadas
200 células nucleadas, registrado o nimero de células contendo PRL e o resultado foi
expresso em percentual de células coradas em relagdo ao numero total de células
contadas.

Foram determinados os valores de referéncia para as varidveis estudadas, ou
seja, niveis de prolactina sérica, peso da hipofise e percentual de lactotrofos, nos
grupos controle. Em relagiio a PRL sérica e ao peso da hipofise, observou-se que ndo
houve diferenga significativa entre os dados obtidos em ratas ovariectomizadas e
intactas. Além disso, constatou-seka reprodutibilidade destes resultados. Avaliou-se a
varia¢@o das concentragdes de PRL sérica durante as fases do ciclo estral e, verificou-
se que ndo houve diferenga significativa entre as médias da concentragdo de PRL nas

diferentes fases do ciclo, nem em relagio as ratas intactas. Os resultados deste
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trabalho mostram que houve diminui¢@o significativa no percentual de lactotrofos das
ratas ovariectomizadas em relagdo ao numero encontrado nas ratas intactas.

Estabeleceram-se duas condi¢des de hiperprolactinemia: um estado de
hiperprolactinemia “funcional” e outro, com hiperprolactinemia associada a aumento
do peso hipofisario e proliferagdo de lactotrofos. A administragdo da dose maior de
BE (E300) promoveu alteragdes proliferativas na hipofise, enquanto a dose menor
(E50) gerou hiperprolactinemia “funcional”.

Este modelo experimental foi validado com a reproducdo dos efeitos
antiprolactinémicos e antiproliferativos da BCP. Esses efeitos foram dependentes da
dose utilizada.

A determinacdo dos efeitos do NA sobre os mesmos parametros demonstrou
que os efeitos antiproliferativos foram observados em ratas tratadas com E300 e ndo
nas tratadas com E50. Quanto aos niveis de PRL sérica, a administragdo de NA' (0,5
mg) associado ao tratamento com E50/4 semanas, E300/2 semanas e E300/4 semanas
reduziu parcialmente esses niveis. Por outro lado, a associacdo de NA (0,1 mg) ao
tratamento prolongado com E300 (10 semanas) produziu redugdo significativa da
concentragdo de PRL sérica, mas ndo induziu alteracdes proliferativas na hipofise.
Estes dados sugerem qué o efeito antiprolactinémico do NA depende de um equilibrio
de doses com o BE, e que a existéncia de hiperprolactinemia prévia pode ser um fator
importante. Para demonstrar redugdo do peso da hipofise e do percentual de
lactotrofos em ratas tratadas com E300, durante 2 e 4 semanas, foi necessaria a
administragdo de NA durante 12 dias.

A combinag¢do de TAM e NA associada ao tratamento estrogénico prolongado

com E300 ndo modificou os niveis séricos de PRL nem o peso da hipéfise. Quanto ao



percentual de lactotrofos, a utilizagdo de 20 pg de TAM combinado com NA
potencializou o efeito antiproliferativo desses farmacos. Isso ocorreu, possivelmente,
devido a diferencga entre os mecanismos de agdo do TAM e do NA.

Também foi avaliado o efeito da associacio de TAM e BCP e verificou-se que
essa associa¢do ndo alterou significativamente o peso hipofisario e o percentual de
lactotrofos. Em relagdo aos niveis séricos de PRL, o TAM parece ter bloqueado o
efeito antiprolactinémico da BCP. Neste caso, o TAM poderia ter agido como
agonista estrogénico antagonizando os efeitos dopaminérgicos. Esta hipotese ndo foi
testada neste trabalho.

Os dados do presente trabalho enfatizam a importdncia da interagdo
estrogénio/antiestrogénio na expressdo da hiperprolactinemia. Estudos posteriores
poderdo definir melhor a fungdo dos antiestrogénios, os mecanismos moleculares
através dos quais atuam em estados hiperprolactinémicos e sua relagdo com a
dopamina e seus agonistas, e/ou com os progestogénios. Além disso, o modelo
experimental desenvolvido neste trabalho permite investigar mais profundamente as
interagcdes dos estrogénios com outros reguladores da secrecio da PRL, como
dopamina, progestogénios, € varios neurotransmissores e/ou neuromoduladores

sabidamente importantes nessa regulagio.



ABSTRACT

Prolactin (PRL) is an anterior pituitary hormone that fulfills multiple functions,
related or not to reproductive processes. It modulates gonadotropin action and is
important for the onset and maintenance of lactation. Therefore, substantial changes in
PRL levels, such as hyperprolactinemia, are related to menstrual disorders, galactorrhea
and infertility. In addition, prolactinomas are the most prevalent hypophyseal adenomas
and a fairly common cause of hyperprolactinemia. The regulation of PRL secretion is
quite complex, and involves a great number of central neurotransmitters and
neuropeptides from the hypothalamus and from the posterior and intermediate
hypophyseal lobes. The main physiological stimuli to its secretion are suckling, stress and
estrogen. PRL release is also influenced by a number of peptides which act through
paracrine and autocrine mechanisms, as well as by an autoregulatory feedback. Unlike
other pituitary hormones, PRL is not regulated by feedback from target gland hormones,
and its hypothalamic control is essentially inhibitory. The tonic inhibition exerted by the
hypothalamus is imputable to dopamine, whose action can be modulated by other

substances, like estrogen.
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Estrogen acts as a potent stimulator of PRL release and its administration may
induce pituitary adenomas depending on dose, treatment duration, species and strain
susceptibility. Bromocriptine (BCP), a dopaminergic agonist, is highly effective in
reducing hyperprolactinemia, as well as the size of PRL-secreting pituitary tumors, both
clinically and experimentally. Since estrogens induce hyperprolactinemia, the effects of
some antiestrogenic substances — like tamoxifen and progestins — on PRL secretion have
been throughly investigated. Tamoxifen (TAM) is a competitive inhibitor for the estrogen
receptor, while progestins act by decreasing estrogen receptors and/or stimulating the
enzyme that converts estradiol into estrone. There are many experimental models for
studying the regulation of PRL secretion which can be chosen according to the
parameters to be assessed. One of these models is the stimulation of lactotroph function
and proliferation by estrogen administration, even though the drug, dosage and treatment
length have not been standardized to date.

The present study aims to develop an experimental model of estrogen-dependent
hyperprolactinemia by assessing serum PRL levels, pituitary weight and percentage of
PRL immunoreactive cells in the pituitary gland of female rats undergoing several
estrogen treatment schedules. After validation of the model through evaluation of the
BCP effects on the studied variables, the effects of norethisterone acetate (NA), a
progestin, tamoxifen (TAM), an antiestrogen, and the association of TAM with NA and
BCP were investigated under the same parameters.

Ovariectomized Wistar female rats were weekly treated for 2, 4 or 10 weeks with

two subcutaneous doses of estradiol benzoate (EB): 50 or 300 ug/rat (E50 and E300,
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respectively). In the last 5 or 12 days of estrogen treatment, BCP (0.05 or 0.6 mg), NA
(0.5 or 0.1), TAM (20 or 60 ug) or TAM combined with NA and BCP in the lowest
doses, were daily administered in subcutaneous injections. Rats were sacrificed by
decapitation and their pituitaries were immediately dissected out to be weighed and fixed
in formalin for posterior immunohistochemical processing. Trunk blood samples were
collected and centrifuged, and the serum stored at -20 °C until assayed for PRL by a
double-antibody radioimmunoassay. The pituitaries were included in paraffin and three
sections of each specimen were stained according to the avidin-biotin peroxidase method
(HSU et al., 1981, modified by COUTINHO, 1988). Diaminobenzidine (DAB) was used
as the chromogen. In areas chosen at random, 200 nucleated cells were counted, the
number of cells containing PRL. was recorded and the result was expressed as the
percentage of stained cells relative to total number of counted cells.

Reference values for the variables studied were established, namely, serum
prolactin levels, pituitary weight and percentage of PRL immunoreactive cells in the
control groups. As regards serum PRL levels and pituitary weight, no significant
difference was observed between data obtained from ovariectomized and from intact rats.
In addition, the reproducibility of these results was established. Also, the oscillation of
serum PRL levels through the estrous cycle was assessed, and no significant difference
was observed between mean PRL levels in the different phases of the cycle. The results
also showed a significant decrease in the percentage of lactotrophs in ovariectomized rats

as compared to the number detected in intact rats.
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Two conditions of hyperprolactinemia were established: “functional”
hyperprolactinemia and hyperprolactinemia associated with increased pituitary weight and
lactotroph proliferation. The administration of the highest dose of BE (E300) induced
proliferative alterations in the pituitary, whereas the lowest dose (E50) produced
“functional” hyperprolactinemia.

This experimental model was validated by the replication of the antiprolactinemic
and antiproliferative effects of BCP. Such effects were dose-dependent.

Determination of NA effects on the same parameters demonstrated that its
antiproliferative effects were observed in rats treated with E300 but not in those treated
with E50. The administration of NA (0.5 mg) associated with E50 (4 weeks), E300 (2
weeks) and E300 (4 weeks) determined a partial reduction of serum PRL levels. On the
other hand, association of a low dose of NA (0.1 mg) with E300 long-term treatment (10
weeks) caused a significant reduction in serum PRL levels, but did not induce
proliferative hypophyseal alterations. These effects suggest that the antiprolactinemic
effect of NA depends on its balance with BE doses and is influenced by the presence of
previous hyperprolactinemia. NA was administered for 12 days in order to demonstrate
reduction of pituitary weight and percentage of lactotrophs in rats treated with E300 for
2 and 4 weeks.

The combination of TAM and NA associated with prolonged estrogen treatment
with E300 did not modify serum PRL levels or pituitary weight. With regard to

lactotroph percentage, the use of 20 ug of TAM combined with NA potentiated the



antiproliferative effects of these substances. This may have occurred due to the different
mechanisms of action of TAM and NA.

The effect of TAM and BCP was also assessed and this association did not
significantly alter pituitary weight and lactotroph percentage. As to serum PRL levels,
TAM appears to have blocked the antiprolactinemic effect of BCP. In such instance,
TAM may have acted as an estrogen agonist counteracting the dopaminergic effect of
BCP. This hypothesis has not been tested in the present work.

The present data emphasize the importance of estrogen/antiestrogen interaction in
the expression of hyperprolactinemia. Further studies will better define the function of
antiestrogens, the molecular mechanisms through which they act in hyperprolactinemic
conditions and their connection with dopamine and its agonists, and/or with progestins.
Moreover, the experimental model developed herein can serve as a useful tool in the
investigation of the interactions between estrogens and dopamine, progestins, and various
neurotransmitters and/or neuromodulators well-known as important factors for the

regulation of PRL release.



1. INTRODUCAO

1.1 PROLACTINA

A prolactina (PRL) é um horménio hipofisario envolvido no controle de uma
ampla variedade de processos fisioldgicos, reprodutivos e ndo reprodutivos, incluindo
equilibrio hidrossalino, metabolismo, respostas imunes, proliferagéo e diferenciacdo
celular. A PRL ¢ essencial para o inicio e manuten¢do da lactacdo, regulando o
desenvolvimento e diferenciagdo das glandulas mamarias, e induzindo a sintese de o-
lactoalbumina e caseina. Além disso, a PRL participa de varios processos relacionados
a reprodugdo, como a maturagdo folicular, a esteroidogénese gonadal, o
comportamento, a sensibilidade das gbénadas a a¢do das gonadotrofinas, o padrio
secretorio do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) e, em roedores, induz a
ovulagio e mantém a atividade do corpo lateo.

A prolactina humana hipofisaria € um hormonio proteico, constituido de uma
cadeia polipeptidica com 199 aminoacidos e 3 pontes dissulfeto, com peso molecular
de 23.000 daltons. Esta forma de PRL corresponde a 80% da PRL circulante e
apresenta grande atividade biologica. Existem outras formas de PRL no plasma, com

significincia biologica ainda ndo bem esclarecida, e que correspondem a 10-20% da



PRL imunoativa (SINHA, 1995). Entre elas estdo a forma “big” (50.000 daltons), a
“big-big” (100.000 daltons) e a glicosilada (25.000 daltons). As formas maiores estdo
mais frequentemente presentes no plasma de pacientes com tumores secretores de
PRL. Foram isoladas formas menores (8.000 e 16.000 daltons) que poderiam
representar variantes da PRL que sofrem clivagem e exercem efeito paracrino
(ANDRIES et al., 1992). A neuro-hipéfise também pode ser a fonte de mensageiros
quimicos relacionados com a familia da PRL (TORNER et al., 1995). A PRL ¢
sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso dos lactotrofos, a partir da clivagem de
um precursor (pré-PRL) e transportada para o Golgi, onde ¢ armazenada em
granulos. Formas estruturalmente similares sdo secretadas pelo endométrio e pela
placenta.

A meia vida da PRL € de aproximadamente 20 minutos € os valores
plasmaticos normais variam de 5-10 ng/ml nos homens e de 5-20 ng/ml nas mulheres
durante o periodo reprodutivo. Os valores normais variam de acordo com o ambiente
hormonal e a situagdo fisiologica, aumentando na puberdade, durante a gestacdo e, na
lactag@o, apresentando picos relacionados com a sucgdo mamilar. A PRL € secretada
de forma pulsétil, e apresenta um ritmo circadiano de secre¢do com maior liberagdo a
noite, elevando-se a partir de 10-60 minutos do inicio do sono (SASSIN et al., 1972).
Em ratos ha um ritmo estimulador enddgeno, responsavel por dois picos de liberagdo
de PRL, um diurno (17-19 horas) € um noturno (3-5 horas) (AREY et al., 1989). Na
espécie humana, as mulheres apresentam flutua¢es na concentragdo de PRL sérica
durante o ciclo menstrual, que podem ser significativas no periodo peri-ovulatorio.
Em ratas, os niveis séricos de PRL variam em fungdo do ciclo estral € um pico de

liberagdo de PRL ocorre na tarde do dia do proestro (LAFUENTE et al., 1993).



A adeno-hipofise € um 6rgdo endécerino complexo que contém, no minimo,
seis tipos de células secretoras de horménios. Além disso, uma populagdo de células
secretoras de um hormonio pode ser composta de varias subpopulagdes celulares. Os
lactotrofos de ratas lactantes, estdo localizados preferencialmente em duas regides da
hipofise anterior: uma regido interna, central e outra regi?io mais periférica, externa.
As células da zona externa liberam PRL mais rapidamente, apos o estimulo da sucgio,
sugerindo que a regulagdo de cada regido pode ser diferente (PAPKA et al., 1986).
Foi descrito que as células da zona externa sdo mais responsivas ao hormonio
liberador de tiretrofina (TRH), enquanto as da zona interna respondem mais a
dopamina (BOOCKFOR & FRAWLEY, 1987). Hu e Lawson (1994) demonstraram
que o nimero de células imunorreativas 2 PRL, em ratas ovariectomizadas, pode
variar entre as regides da hipofise e entre células com diferentes densidades. A
conexdo entre a hipofise anterior e o hipotalamo se da por meio dos vasos porta
hipofisarios. Esses vasos consistem de capilares localizados na eminéncia mediana,
haste hipofisaria e lobo neural que s3o supridos pelas artérias hipofisarias superior,
intermediaria e inferior, respectivamente. Os capilares da eminéncia mediana alcangam
a hipofise anterior através dos vasos porta longos, que se extendem junto a haste
hipofisaria. Os vasos porta curtos fazem a comunicagio entre o lobo posterior € o
anterior da hipofise, contribuindo com 20-30% do fluxo sanguineo que chega a
hipofise anterior. O fluxo bidirecional, através dos vasos porta longos, amplia a
transferéncia de informagdes entre os componentes do sistema hipotalamo hipofisario

(OLIVER et al., 1977; DORSA et al., 1979; MEZEY et al., 1978).



1.2 REGULACAO DA SECRECAO DA PROLACTINA

A regulagio da secregdo de PRL é complexa e envolve a interagdo de varios
fatores hipotaldmicos, neurotransmissores e hormonios periféricos, que atuam por
mecanismos neuroendocrinos, paracrinos ou autdcrinos. Diferente dos outros
horménios secretados pela adenohipofise, a PRL ndo € mantida sob retroalimentagdo

de hormonios secretados por uma glandula periférica e o controle hipotalimico ¢

.....

1.2.1. REGULACAO CENTRAL DA SECRECAO DA PROLACTINA

Varias linhas de evidéncias sugerem que a dopamina ¢ o hormdnio
hipotaldamico responsavel pela inibi¢io da PRL. Neurdnios dopaminérgicos do sistema
tubero-infundibular (TIDA), cujos corpos celulares estdo localizados no nucleo
arqueado e nos nucleos periventriculares do hipotalamo médiobasal, extendem seus
terminais axOnicos at€é a zona externa da eminéncia mediana. A dopamina (DA)
secretada por esses neurdnios alcanga a adeno-hipofise através dos vasos longos do
sistema porta hipofisario e, agindo em receptores (D2) especificos nos lactotrofos
(CRONIN et al., 1978), inibe tOnicamente a secregdo de PRL (BEN-JONATHAN,
1985). Neurdnios dopaminérgicos do sistema tubero-hipofiseal, também originados
no nucleo arqueado, liberam DA nos lobos posterior e intermediario da hipofise. A

DA proveniente deste outro sistema chega a hipofise anterior através dos vasos porta

.....



da seccdo da haste hipofisaria, lesdes hipotalamicas ou do transplante da hipofise, leva
ao aumento da produgiio de PRL(CHEN et al., 1970, KANEMATSU & SAWYER,
1973). Este dado demonstra que a conexdo entre a eminéncia mediana e a hipofise
anterior € critica para a manutengdo do controle fisiologico da secre¢éo de PRL. Ben-
Jonathan et al. (1977) mostraram que os niveis de DA sdo mais altos na circulagdo
porta do que na circulagdo geral, e Gibbs e Neill (1978) confirmaram que a
concentracido de DA no sangue portal é suficientemente elevada para causar inibi¢ao
da secre¢do de PRL in vivo. Por outro lado, a administragdo de DA ou de agonistas
da DA inibe a liberagdo de PRL pelos lactotrofos tanto in vivo quanto in vitro
(MARTIN et al., 1984, MAURER, 1980; EATON et al.,, 1993). Alguns autores
demonstraram que doses baixas de DA podem estimular a secre¢do de PRL
(PARKER & LAWSON, 1993; AREY et al., 1993), o que poderia representar a
ativagdo de subtipos do receptor D2, distintas proteinas G ou segundos mensageiros
diferentes, de acordo com a dose utilizada (BURRIS et al., 1992). O efeito inibitério
da DA na secreg¢@o de PRL foi associado a proteina Gi (KINEMAN et al., 1994) e ao
fosfatidilinositol (CANONICO et al., 1983), enquanto o estimulatério poderia ser
mediado pelo calcio (BURRIS & FREEMAN, 1993). Além disso, a secre¢do de PRL
pode ser estimulada por drogas que bloqueiam os receptores dopaminérgicos
(fenotiazinas, metoclopramida) ou que causam deple¢do da DA hipotaldmica, como
reserpina, metildopa ou inibidores da monoamina oxidase (APUD et al., 1980).

A DA estd envolvida numa rede complexa de interagdes com outros
hormonios ou neurotransmissores € os niveis de PRL, em um dado momento, sdo
também influenciados por outros horménios inibidores, liberadores e/ou moduladores.

Assim, ndo existe uma simples relagdo inversa entre a atividade dos TIDA, ou a



concentragdo portal de DA, e os niveis de PRL circulante. Gudelsky e Porter (1980)
verificaram aumento da concentragdo de DA nos vasos porta hipofisarios injetando
PRL por via intracerebroventricular. A inje¢do de haloperidol (antagonista
dopaminérgico) também aumenta a DA portal, enquanto a administragio de anticorpo
contra PRL atenua esse efeito (GUDELSKY & PORTER, 1980). Entdo, a PRL pode
regular sua secregdo através da estimulag@o da liberagdo de DA, formando uma alga
de retroalimentacdo negativa. A hiperprolactinemia de curta duragdo aumenta a
atividade dos TIDA resultando num feedback de alga curta, inibindo a secreg¢do de
PRL. No entanto, durante a hiperprolactinemia crénica, a atividade dopaminérgica
pode ser diminuida e os efeitos da DA na liberacdo de PRL reduzidos (SARKAR et
al., 1984). Foram identificados, por autoradiografia e hibridizagdo in situ, receptores
especificos para PRL em nucleos hipotaldmicos, refor¢ando a existéncia de fungdes
regulatorias diretas da PRL na liberagio hipotaldmica de neurohormonios e
neuromediadores (CRUMEYROLLE-ARIAS et al.,, 1993; CHIU et al., 1992). O
numero de sitios de ligagdo para PRL no hipotdlamo aumenta com a administragdo de
PRL ovina ou com o aumento da PRL endoégena, induzido por implante hipofisario na
capsula renal (MUCCIOLI & DI CARLO, 1994). Varios estudos, realizados in vitro
(FRAWLEY & CLARK, 1986, SELMANOFF, 1985, KADOWAKI et al., 1984).
Tong e Pelletier (1992) demonstraram que o efeito de retroalimentagio de alga curta,
exercido pela PRL, pode ser mediado pela Bendorfina. A PRL também pode reduzir a
sintese de serotonina no hipotalamo através de um mecanismo que envolve a ativagdo

de receptores dopaminérgicos (KING et al., 1985).
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A identificagdo de receptores especificos para PRL em diferentes células da
adeno-hipofise sugere que este horménio pode também ter efeitos modulatdrios
através de um mecanismo autocrino ou paracrino (MOREL et al., 1994). A interagio
parécrina entre os lactotrofos e outras células hipofisarias ndo parece ser importante
para a libera¢@o aguda da PRL, porém, pode estar envolvida nas alteragdes cronicas
da secrecdo de PRL, como nas que ocorrem apos tratamento estrogénico (JONES et
al., 1990). Denef e Andries (1983) demonstraram que os gonadotrofos podem
estimular a atividade secretéria dos lactotrofos através da liberagdio de um fator
humoral paracrino. O agente mediador desse efeito parece ser a angiotensina II,
liberada dos gonadotrofos em resposta ao GnRH. Outras células e varios peptideos
podem estar envolvidos no controle paracrino da secregdo de PRL. Os corticotrofos
acetilcolina em receptores muscarinicos (CARMELIET & DENEF, 1988). Alguns
peptideos, como peptideo intestinal vasoativo (VIP), calcitonina, cininas,
neurotensina, substancia P e bombesina, também podem estar relacionados com o
controle paracrino da secre¢do de PRL (ARONIN et al., 1986, SHAH et al., 1993,
HOUBEN et al., 1994; JONES et al., 1990). A regulagdo autdcrina inclui o efeito do
VIP e de fatores de crescimento como EGF, FGF e IGFs, embora ainda seja discutida
a importancia fisiologica destes e de outros peptideos.

Arey et al. (1989) demonstraram a existéncia de um ritmo estimulatdrio
endogeno da secregdo de PRL, especifico nas ratas fémeas, constituido por um pico
noturno ¢ um diurno. Esse ritmo endogeno esta relacionado com flutuagdes ciclicas
da atividade de neurdnios ocitocinérgicos localizados no nucleo paraventricular do

hipotdlamo (AREY & FREEMAN, 1992). A liberagdo de ocitocina por esses



neurdnios € regulada preferencialmente pela serotonina e pelo VIP, na fase diurna e
noturna, respectivamente (AREY & FREEMAN, 1992a). Por outro lado, ratas
ovariectomizadas, ou tratadas com estradiol, apresentam um ritmo circadiano
endogeno de atividade dopaminérgica nos TIDA (MAI et al., 1994). Tem sido
sugerido que um ritmo colinérgico endogeno esta envolvido na regulacéo da atividade
circadiana desses neur6nios dopaminérgicos (SHIEH & PAN, 1995).

A regulagdo central da PRL inclui uma interagdo funcional entre varios
neurotransmissores que podem modular a liberagdo de DA, de outros fatores
reguladores ou atuar diretamente nos lactotrofos. O horménio liberador da
tireotrofina (TRH) tem sido considerado como um importante fator hipotaldmico
liberador de PRL. Muitos autores ja demonstraram o efeito estimulador do TRH
sobre a secre¢do de PRL, in vivo e in vitro (RIVIER & VALE, 1974, HOYT &
TASHJIAN, 1980, JACOBS et al, 1971). A administragio de TRH produz
hipertrofia e hiperfungdo dos lactotrofos, na presenca de tiroxina (OZAWA &
KUROSUMI, 1993). A injecdo de TRH em individuos normais, ¢ naqueles com
hiperprolactinemia idiopatica, eleva os niveis de PRL sérica e este efeito tem sido
preconizado como teste para a avaliagio clinica e experimental da funcdo lactotrofica.
A liberagdo de PRL induzida pelo TRH pode ser bloqueada pela ativagio de
receptores GABA-B (LUX et al., 1992) e estimulada com a reducgdo da infusdo de
DA (FAGIN & NEILL, 1981). O TRH pode estimular a secre¢io de PRL em
algumas condi¢Ges hormonais especificas. Em outras, como na lactagdo, existem
alguns dados contraditorios (BLAKE, 1974; van HAASTEREN et al, 1996;
GROSVENOR & MENA, 1980). Na lactagdo, o TRH poderia interagir com

neurénios dopaminérgicos aumentando sua atividade (SCHUILING et al., 1993).



Foram identificados receptores para TRH em prolactinomas (LeDAFNIET et al,
1983) e, células derivadas de tumor hipofisario (GH3) em cultura apresentaram
aumento de células liberadoras de PRL quando tratadas com TRH (BOOCKFOR et
al., 1985). Além disso, a a¢do do TRH sobre a secre¢do de PRL pode ser modulada
por outros hormonios, como os tireoidianos e o estradiol (OZAWA & KUROSUMI,
1993; JACKSON,1982).

Embora existam alguns resultados controversos, hi evidéncias de que a
serotonina (5HT) seja um estimulador da secrecio de PRL. O efeito da SHT na
regulacdo da PRL parece ndo ocorrer diretamente nos lactotrofos e sim no
hipotalamo. O tratamento de ratos com SHT, agonistas serotonin€rgicos, precursores
e inibidores da recaptagdo da SHT estimulam a liberagdo de PRL (LAWSON &
GALA, 1978; SIGNS et al., 1994). O bloqueio da sintese de SHT inibe parcialmente a
liberacdo de PRL de ratas em proestro (HORN & FINK, 1985). A inervagédo
serotoninérgica provém dos nucleos da rafe e, no hipotilamo, além de inibir a
atividade dopaminérgica tubero-infundibular, estimula a secregdo de fatores
liberadores de PRL na circulag@o porta. A integridade do nucleo paraventricular e da
neuro-hipofise parece ser indispensavel para o efeito liberador da SHT sobre a
secrecdo de PRL (JOHNSTON et al., 1986, MINAMITANI, 1987). Bloqueadores de
receptores SHT, como metisergida, aumentam a secre¢do de PRL, e apos 2-4 horas a
concentragio de PRL diminui, /n vivo, enquanto in vitro parece ndo ter efeito
(LAMBERTS & MacLEOD, 1978). Os estudos farmacologicos sdo controversos
devido a interagdo com o sistema dopaminérgico e pela inespecificidade de alguns
bloqueadores utilizados. Varias evidéncias indicam que os receptores SHT/HT;. e

SHT; periféricos, e ndo centrais, participam da regulacio da secre¢do da PRL
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(RITTENHOUSE et al, 1993; LEVY et al, 1993). Jorgensen et al. (1993)
descreveram uma potencializagdo dos efeitos estimuladores da secre¢do de PRL com
a ativagdo de diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos. A serotonina pode
estimular a libera¢do de PRL, tanto por liberagdo de outros fatores liberadores, como
TRH e VIP, como diminuindo a secregdo de inibidores, como a DA (PILLOTTE &
PORTER, 1981; CHEN & RAMIREZ, 1981). Signs et al. (1994) demonstraram que
a estimula¢do serotoninérgica eleva os niveis hipofisarios do mRNA da PRL e do
VIP. Também foi descrito que a administragdo de SHT estimula a liberagdo do VIP
nos vasos porta-hipofisarios (SHIMATSU et al., 1982).

O VIP ¢ um peptideo de 28 aminoacidos que foi primeiro isolado no trato
gastrointestinal e também identificado, por imunocitoquimica, no sistema nervoso
central (PELLETIER et al., 1981). Besson et al. (1979) descreveram a presenga de
VIP em terminais nervosos distribuidos em varias regides do sistema nervoso central
de ratos, o que sugere sua a¢do como neurotransmissor. A administragdo
intracerebroventricular de VIP pode modificar a liberagdo hormonal pela hipofise
anterior (VIJAYAN et al., 1979). Carrillo e Dluzen (1993) demonstraram que a
ablagdo da eminéncia mediana e nucleo arqueado reduziu a concentragdo de VIP na
hipofise, confirmando a importidncia da conexdo hipotalamo-hipofise na sua
regulagdo. O VIP tem sido proposto como forte candidato a fator liberador da PRL,
ja que estimula a secre¢do de PRL tanto in vivo como in vitro (SHAAR et al., 1979,
KATO et al, 1978). Além disso, o efeito estimulador do VIP sobre a secregdo de
PRL pode ser neutralizado por antagonistas e anticorpos anti-VIP em algumas
situagdes. Abe et al. (1985) descreveram que o aumento da secrecio da PRL induzido

pelo éter pode ser bloqueado pela administragdo de anticorpo anti-VIP. A resposta da
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PRL ao estimulo da sucgdo foi parcialmente inibida pelo mesmo anticorpo. Por outro
lado, o VIP ¢ também sintetizado na hipofise (ARNAOUT et al., 1986) onde poderia
exercer efeitos paracrinos ou autdcrinos (NAGY et al., 1988). Estudos realizados in
vitro confirmam uma agdo direta do VIP sobre os lactotrofos (MATSUSHITA et al,,
1983). O VIP pode estar envolvido na hipersecregio de PRL associada com a
formagdo de prolactinomas induzida por estrogénio, pois grandes doses de estradiol
estimulam a concentragdo do VIP na hipofise (PRYSOR-JONES et al., 1988,
CARRILLO et al., 1991). Samson et al. (1989) demonstraram que a ocitocina pode
ser mediadora da acdo do VIP sobre a secregdo de PRL.

Os opioides centrais exercem efeito estimulatorio sobre a secre¢do de PRL
(PARROT & GOODE, 1993) e podem ser importantes na regulagdo da liberagio de
PRL induzida pelo estresse ¢ pela sucgdo (FERLAND et al., 1978). No entanto, a
importancia dos opidides enddgenos na secrecio basal de PRL permanece em
discussdo. A administragio de morfina estimula a atividade de neurOnios
noradrenérgicos e serotoninérgicos, enquanto reduz a atividade dopaminérgica, em
nucleos hipotaldmicos (HASKINS et al., 1981; FERLAND et al., 1979; JONHSTON
& NEGRO-VILAR, 1986; KOENIG et al., 1979). Embora esteja bem estabelecido o
efeito dos opidides sobre a atividade dopaminérgica na eminéncia mediana, alguns
autores ndo encontraram correlagio entre os efeitos dos opidides e o sistema
dopaminérgico (DELITALA et al., 1983;. LOX & PAU, 1993). Spampinato et al.
(1979) demonstraram o envolvimento da SHT como mediadora da agdo de
encefalinas sobre a secregdo de PRL. Além disso, o uso de antagonistas da SHT

.....

indicando que a serotonina poderia mediar esse efeito (DEMAREST & MOORE,
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1981). Por outro lado, neurdnios opiatérgicos localizados no nucleo arqueado podem
estar sob controle dopaminérgico (NOHTOMI et al., 1984). Esse controle poderia
explicar a inibicdo da secre¢do de fendorfina pelo aumento da atividade
dopaminérgica, em mulheres hiperprolactinémicas (SEKI et al., 1995). Além disso,
parece haver interagdes importantes entre as catecolaminas, os opitides endogenos €

os esterdides sexuais sobre a regulagio da secregdo da PRL (PLOSKER et al., 1990).

.....

.....

atraves da ativagdo de receptores GABA-B (LAMBERTS & MacLEOD, 1978,
WALDMEIER ET AL., 1978; LOCATELLI et al., 1979; LUX et al., 1992). A
administragdo intracerebroventricular de GABA pode ter efeitos opostos sobre a
secre¢do de PRL, dependendo da dose utilizada (VIJAYAN & McCANN, 1978). Por
outro lado, a administragdo sistémica de GABA nio alterou os niveis basais de PRL
sérica, mas inibiu a secre¢do de PRL induzida por SHT (LAMBERTS & MacLEOD,
1978). Embora ainda em discussdo, a ocitocina pode exercer efeito facilitatorio ou
sistema de retroalimentacdo (RICHARD et al., 1991). O controle da secreg¢do basal
de PRL pode envolver, também, a participagdo de receptores adrenérgicos centrais
(De CASTRO E SILVA & ANTUNES-RODRIGUES, 1989; SHIN & BARTON,
1993), histaminérgicos (NAVARRO et al., 1993), kappa e outros receptores opidides
(KEHOE et al., 1993; MANZANARES et al, 1993). Outros peptideos e
neuromoduladores como angiotensina IT (STEELE, 1992), galanina (WYNICK et al,,

1993), peptideo natriurético atrial (STEELE, 1990), neurotensina (VIJAYAN et al.,
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1988), substdncia P (ARONIN et al., 1986) e neuropeptideo Y (REZNIKOV &
McCANN, 1993) também parecem ser importantes na regulagdo da secre¢do basal de

PRL.

1.2.1.1. REGULACAO DA SECRECAO DE PRL INDUZIDA PELA SUCCAO

A secregdo de PRL durante a lactagdo ¢ mantida por um reflexo
neuroenddcrino desencadeado pelo estimulo da sucgio mamilar. A estimulagdo
mecanica de receptores sensoriais do mamilo desencadeia um impulso neural que,
através da medula espinhal e do mesencéfalo, alcanga o hipotélamo. Esse estimulo
promove um rapido aumento da PRL plasmatica, alcangando valores maximos em 15-
30 minutos. A DA e o TRH parecem ser os mediadores desse aumento, ja que a
succdo mamilar reduz a liberagdo hipotaldmica de DA e aumenta a de TRH (de
armazenamento da PRL enquanto o TRH estimula a liberagdo da PRL ja formada
(MENA et al., 1989). A eficacia do TRH em mediar a liberagdo da PRL induzida pela
suc¢do aumentou quando os niveis de DA foram reduzidos préviamente (de GREEF
& VISSER, 1981). Na verdade, uma redugio transitoria dos niveis hipotaldmicos de
DA parece ser essencial para a agdo de outros reguladores da liberagdo de PRL
provocada pela sucgdo. Nagy e Frawley (1990) descreveram que os lactotrofos de
ratas lactantes apresentam maior suscetibilidade ao efeito estimulatorio do TRH e da
angiotensina II e menor sensibilidade a DA. Os lactotrofos localizados em diferentes

regides da hipofise também respondem de forma distinta ao estimulo da sucgdo
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(NAGY et al,, 1991). O TRH pode ser importante nos primeiros dias de lactagdo e
durante o estimulo agudo da suc¢do e ndo na sucgdo continuada (van HAASTEREN
et al., 1996). Plotsky e Neill (1982) mostraram que a estimulagdo elétrica do nervo
mamario produz uma diminui¢do transitoria da secre¢io de DA na circulagfo porta
acompanhada por aumento da PRL sérica. Além disso, a suc¢do diminui o mRNA da
tirosina hidroxilase no nucleo arqueado (WANG et al., 1993). E possivel que, durante
a lactagdo, os TIDA alterem suas caracteristicas funcionais tornando-se insensiveis ao
estrogénio e a morfina (CALLAHAN et al., 1988, HIGUCHI et al., 1992). No
entanto, a brevidade da redugdo da DA parece insuficiente para induzir o aumento
importante das concentragdes de PRL que ocorre com a sucgdo. A observagdo de que
a retirada do lobo posterior da hipofise aumenta os niveis basais da PRL indica a
participagdo da DA, originada na hipofise posterior, na inibi¢do da secregdo de PRL.
Por outro lado, o estimulo da suc¢do mamilar ndo aumentou os niveis de PRL nos
animais lobectomizados, sugerindo que além da DA o lobo posterior pode conter
fatores liberadores envolvidos na regulagio da secre¢do de PRL induzida pela succ¢do
(MURAI & BEN-JONATHAN, 1987). O TRH, a angiotensina II e a ocitocina foram
considerados candidatos a fatores liberadores de PRL originados no lobo posterior da
hipofise. A investigagdo, utilizando extratos da hipofise posterior, evidenciou que a
maior atividade liberadora de PRL foi devida & ocitocina (MORI et al., 1990). Por
outro lado, a utilizagdo de antagonistas da ocitocina, do TRH e da angiotensina II ndo
bloqueou a atividade liberadora de PRL da neuro-hipdfise, sugerindo que outro fator
neurohipofisario possa atuar como estimulador da secre¢do de PRL (HYDE & BEN-
JONATHAN, 1987). E possivel que um peptideo pequeno, ndo identificado no

momento, seja responsavel pela atividade liberadora da PRL proveniente da hipofise
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posterior (HYDE & BEN-JONATHAN, 1988). A serotonina pode ser um mediador
importante entre o estimulo mamilar e a ativagdo hipotaldmica da hipdfise anterior
e/ou posterior. A imunizagdo passiva contra vasopressina (AVP) atenuou a liberagio
de PRL induzida pela suc¢do. Embora os dados em relagdo a importancia da AVP na
regulagio da PRL sejam confusos, parece haver uma interacdo importante entre a
regulagdo da PRL e a homeostase hidroeletrolitica. Também foi identificada atividade
liberadora de PRL no lobo intermediario da hipofise (LAUDON et al., 1990). O lobo
intermediario consiste de terminais tubero-hipofisarios dopaminérgicos e melandcitos
produtores de pré-opiomelanocortina (POMC); € suprido pelos vasos porta curtos €
tem uma fungdo integrativa na regulagdo da secre¢do de PRL. Os melanotrofos
podem ser inibidos pela DA liberada por esses terminais (LINDLEY et al., 1988). O
horménio estimulante dos melanocitos (aMSH) foi implicado, principalmente, na
regulagio da secrecdo de PRL basal e induzida pelo estresse, e ndo na induzida pela
suc¢cdo (KHORRAM et al, 1984). Existem evidéncias de que outros sistemas, como
o serotoninérgico, participam do aumento da secre¢cdo de PRL induzido pela sucgio
mamilar (MENA et al., 1976). A ativagdo de receptores GABA-B inibiu a secregdo de
PRL induzida por 25 minutos de suc¢fo. A lesdo cirirgica da eminéncia mediana
evitou esse efeito, sugerindo que a agdo inibitoria do GABA seja hipotaldmica (LUX

et al., 1986).

1.2.1.2. REGULAGAO DA SECRECAO DE PRL INDUZIDA PELO ESTRESSE

Diferentes formas de estresse fisico € emocional determinam aumento rapido

de PRL, incluindo procedimentos cirirgicos e anestésicos, exercicio fisico e
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hipoglicemia. Dependendo do agente estressor estudado e das condi¢des hormonais,
ocorrem grandes variagdes no ritmo e na intensidade da resposta secretora e, em
algumas situagles, o estresse pode causar, inclusive, inibicdo da secre¢do de PRL
(RIEGLE & MEITES, 1976; REIS et al., 1996, CALIGARIS & TALEISNIK, 1983;
GALA, 1990). Neill (1970) demonstrou que o estresse induzido por éter, laparotomia
ou hemorragia induz aumento da liberagdo de PRL. Os niveis de PRL obtidos em
animais anestesiados com éter e decapitados foram mais altos do que os dos animais
sacrificados por decapitacdo sem anestesia, mas foram mais baixos do que os
submetidos a laparotomia com éter. Varios autores descreveram aumento dos niveis
de PRL apo6s muitos tipos de estimulo, desde manipulagdo do animal, transferéncia de
um laboratorio a outro, exposigdo isolada ou repetida ao éter, imobilizagdo, e inje¢do
de salina (KRULICH et al, 1974; SMITH & GALA, 1977). A liberagdo de PRL
induzida por estresse € o resultado de interagdes neuroenddcrinas complexas que
permanecem sob investigagio. Embora o aumento agudo dos niveis de PRL,
provocado por varios tipos de estresse, possa resultar da diminui¢do da atividade dos
neurénios TIDA, ¢ provavel que fatores estimuladores especificos estejam envolvidos.
Shin (1980) demonstrou que o bloqueio de receptores dopaminérgicos ndo impede a
liberagdo de PRL induzida pelo estresse. Lesdes do nticleo paraventricular suprimem
completamente a liberagdo de PRL induzida pelo estresse, sugerindo que os
neuropeptideos sintetizados nessa regido, como VIP, peptideo histidina-isoleucina
(PHI), TRH, ocitocina, vasopressina, encefalina e angiotensina possam ser candidatos
a fatores liberadores de PRL (MINAMITANI et al., 1987). Ha evidéncias de que a
serotonina esteja envolvida no aumento da PRL induzido pelo estresse (JORGENSEN

et al., 1992; CHAOULOFF, 1993). O éter € um agente liberador de PRL que pode
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ativar a fun¢do de neurdnios secretores de serotonina, € dessa forma, estimular a
liberagdo de um fator liberador de PRL. Algumas evidéncias indicam que o VIP e o
PHI podem ser mediadores importantes da liberagdo aguda da PRL induzida pelo éter
ou pela injegdo de um precursor da serotonina (KAJI et al., 1985, 1985a). O aumento
da secre¢do da PRL induzido pelo estresse pode envolver também o sistema
gabaérgico. A ativagdo de receptores GABA-B inibe a resposta da PRL ao estresse de
imobilizacdo. Esse efeito parece ndo envolver o sistema dopaminérgico mas sim a
modulagdo do efeito serotoninérgico (LUX et al., 1991). A liberagdo de PRL induzida
pelo estresse de imobilizagdo envolve a ativagdo de receptores f2-adrenérgicos
centrais (HAANWINCKEL et al, 1991) e uma das consequéncias da ativagdo
adrenérgica € a liberagio de histamina (SELTZER & DONOSO, 1985). A AVP pode
exercer um efeito permissivo em relagdo a liberagdo de PRL induzida pelo estresse de

imobilizagdo e pela histamina (KJOER et al., 1993).

1.2.2. REGULACAO PERIFERICA DA SECRECAO DE PRL

Muitos hormdnios periféricos como tiroxina, testosterona e glicocorticoides
podem influenciar a secre¢do da PRL. O estresse ativa o eixo hipotalamo-hipofise-
supra-renal (HARBUZ & LIGHTMAN, 1992). Por outro lado, a adrenalectomia
potencializa a liberagdo de PRL induzida pelo estresse € os glicocorticoides bloqueiam
essa resposta (HARMS et al,, 1975). Apo0s tireoidectomia as células produtoras de
PRL sofrem atrofia e hipofun¢io, o que € revertido com a administragdo de tiroxina

(OSAWA & KUROSOMI, 1993). Os niveis séricos de T3 e T4 alteram a liberaco de
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PRL induzida pelo TRH. O T3 inibe a sintese de PRL em cultura de ceélulas
hipofisarias e, essa inibigdo ndo € revertida pelo estradiol (MAURER, 1982). No
entanto, os hormonios tireoidianos parecem influenciar a secregdo de PRL e a
resposta dos lactotrofos ao TRH, apenas em condi¢des patologicas (SNYDER et al,
1973). A administracdo de testosterona induz um aumento da liberacdo de PRL,
possivelmente devido & sua conversdo central em estrogénios. O tratamento de ratos
com DHT (dihidrotestosterona) e com progesterona reduziu a concentragdo de PRL e
do mRNA da PRL em hipofises de ratos que receberam estradiol (TONG et al,,
1989).

Os esteroides sexuais exercem fungdo importante no controle “fino” da
secre¢do de PRL, tanto em humanos como em ratos, e o estrogénio € um importante
regulador fisioldgico da sintese e secregdo de PRL. O efeito estimulador do estradiol
sobre a liberagdo de PRL foi descrito muitas vezes, tanto em ratos como em humanos
(FERLAND et al., 1980; FRANTZ et al., 1972) e esta relacionado com os aumentos
fisiologicos dos niveis de PRL que ocorrem durante a gestagdo, a puberdade € o pico
pré-ovulatorio. Foram propostos trés mecanismos para o aumento de PRL induzido
por estradiol: a) efeito direto na adeno-hipofise; b) modulagio de fatores
hipotaldmicos inibidores ou liberadores; ¢) alteragdes na responsividade da adeno-
hipofise aos secretagogos de PRL (LAMBERTS & MAC LEOD, 1990).

O estradiol aumenta a sintese de PRL, atuando diretamente na hipofise através
do aumento da incorporagdo de aminoacidos precursores na molécula de PRL
(MAURER & GORSKI, 1977), do mRNA da pré-PRL e da PRL (VICIAN et al.,
1979, SHIMOKAWA et al., 1992; YAMAMOTO et al., 1986), e da transcrigdo do

gene da PRL no animal intacto (MAURER, 1982a). Foram identificados receptores
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estrogénicos em lactotrofos de hipofises normais e adenomatosas (STEFANEANU et
al., 1994).

A identificacdo de estradiol triciado em neurdnios hipotaldmicos que contém
tirosina hidroxilase (SAR, 1984) indica que o estradiol pode agir diretamente nos
neurénios dopaminérgicos. A tirosina hidroxilase ¢ a enzima responsavel pelo passo
limitante da sintese das catecolaminas. A redugdo da liberagdo de DA pelos TIDA
pode refletir menor atividade ou diminui¢io na sintese dessa enzima. Toney et al.
(1992) descreveram aumento da PRL plasmatica e da concentragido do metabolito da
DA, 4acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), na eminéncia mediana, apos
tratamento com 17festradiol, o que reflete a maior atividade dos TIDA. A
administragdo de um agonista dopaminérgico, bromocriptina (BCP), e do anticorpo
contra PRL bloquearam esses aumentos, sugerindo que o efeito do estradiol na
atividade dos TIDA pode ser mediado pela PRL. Além disso, a demonstragdo in vivo
e in vitro da atividade antidopaminérgica do estradiol (FERLAND et al., 1979,
CRAMER et al., 1979; RAYMOND et al., 1978) sugere que esse seja o principal
mecanismo pelo qual o estradiol estimula a secregdo de PRL. Muitos estimulos da
secrecdo de PRL modificam temporariamente o tonus dopaminérgico e assim, a DA
poderia agir como um regulador da intensidade de ativagdo dos lactotrofos pelos
fatores liberadores. Além disso, a ativacdo de receptores D2 pode modificar a
responsividade dos lactotrofos a diversos fatores moduladores, como a endotelina-1
que, nesse caso, pode ser estimuladora da secregdo de PRL (KANYICSKA et al,
1995). Por outro lado, varios estudos tém indicado outros mecanismos que podem ser
importantes como mediadores da agdo hiperprolactinémica do estradiol. A liberagéo

de PRL induzida por estradiol também est4 associada a liberagio de TRH e SHT (de
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Greff et al., 1985). O estradiol aumenta a secre¢do de TRH, o numero de receptores
para TRH na hipéfise e a resposta da PRL ao TRH (CANNON et al., 1991; de LEAN
et al., 1977, WILLOUGHBY et al., 1985). O estradiol pode reduzir o turnover de
5HT no nucleo accumbens, da mesma forma que ocorre no proestro (SHIMIZU &
BRAY, 1993). Johnson e Crowley (1983) demonstraram que o estradiol pode
estimular a secre¢do de PRL ativando neurdnios serotoninérgicos localizados na area
pré-optica e no nucleo amigdaldide cortical. Em outro estudo, o mecanismo
estimulador da SHT foi bloqueado pelo estradiol, sugerindo que este hormdénio pode
inibir e ndo facilitar a atividade serotoninérgica central (WILLOUGHBY et al., 1985).
Crowley (1982) demonstrou que o estradiol promoveu aumento da PRL sérica
acompanhado de aumento do furnover de norepinefrina na eminéncia mediana € no
nicleo arqueado. A ocitocina pode ter uma fungdo importante no pico de liberagdo da
PRL que ocorre na tarde do proestro (JOHNSTON & NEGRO-VILAR, 1988). O
bloqueio da ocitocina reduz a liberagdo de PRL induzida por estradiol (SAMSON et
al., 1986). O estrogénio regula a sintese e liberagdo de neurotensina no hipotalamo
(ALEXANDER, 1993; WATANOBE & TAKEBE, 1993), modula receptores da
angiotensina IT (AT1) no nucleo arqueado (SELTZER et al., 1993), altera o niimero e
distribuigdo de células imunorreativas a galanina no hipotalamo (BLOCH et al., 1993)
e reduz a expressdo do mRNA do neuropeptideo Y (BASKIN et al., 1995). Também
existem evidéncias da agdo moduladora do estradiol sobre o efeito inibidor da
secrecdo de PRL induzida pelos opidides (DESJARDINS et al., 1993; SINGH et al.,
1992; WEILAND & WISE, 1990). O estrogénio pode induzir a secregdo de um fator
liberador, do lobo hipofisario neurointermediario, responsavel pelo aumento tanto da

atividade secretora como do niimero de células produtoras de PRL (ELLERKMANN
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et al, 1991). Esses dados permitem afirmar que o controle do estradiol sobre a
liberagdo de PRL envolve mais de um sistema neurotransmissor e que, provavelmente,
promove uma interagdo entre esses sistemas (de GREEF et al., 1985).

A administragdo cronica de estrogénio é um método bem estabelecido para
indug¢do de hiperplasia dos lactotrofos e adenomas em ratas de cepas suscetiveis. Um
aumento da sintese de DNA e aumento do peso da hipofise foi encontrado apos 24
horas de tratamento estrogénico (TSUKAHARA et al, 1994). A formagdo de
adenoma € dependente da dose e duragdo do tratamento. A administragdo de
17Bestradiol, em ratas Wistar, mostrou que apos 8 semanas houve aumento maximo
da liberagdo da PRL e peso hipofisario acompanhados de assimetria caracteristica de
crescimento adenomatoso. Com 16 semanas de tratamento estrogénico o peso das
hipofises diminuiu e estas apresentaram hemorragias € necrose, COmo no processo
degenerativo tumoral (TATAR et al., 1991). El-Azouzi et al. (1990) mostraram
aumento progressivo do peso da hipofise e dos niveis de PRL sérica, além de
hiperplasia dos lactotrofos aos 30 dias de tratamento com dietilestilbestrol (DES), em
ratas Fischer 344 (F344). Apos 60 dias houve alteragdes irreversiveis e formacio de
tumor hemorragico. Esta cepa € hipersensivel ao estimulo estrogénico e apresenta
grande suscetibiidade ao desenvolvimento tumoral induzido pelo estradiol
(WIKLUND et al., 1981).

Os efeitos da administracdo cronica de estrogénios no controle hipotaldmico
dopaminérgico ndo estdo completamente esclarecidos. Varios estudos indicam que o
estradiol pode induzir hiperplasia dos lactotrofos inibindo a liberagdo de DA na
eminéncia mediana (EL-AZOUZI et al., 1990, MORGAN et al., 1985). Arbogast e

Voogt (1993) demonstraram que o tratamento com estradiol durante 7 dias diminui o
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mRNA e a atividade da tirosina hidroxilase no nicleo arqueado. A administragdo de
estradiol aumenta consideravelmente o peso da hipofise em ratas intactas e este efeito
¢ potencializado por neurolépticos, antagonistas da DA, e inibido por agonistas
dopaminérgicos (SCHREIBER et al., 1984, 1987). A administragdo prolongada de
estradiol pode provocar alteragdes citopatologicas nos neurdnios dopaminérgicos e
redugio progressiva de DA no nucleo arqueado (SARKAR et al, 1982;
CASANUEVA et al., 1982) e esse poderia ser o estagio inicial da ag@o proliferativa
do estradiol sobre os lactotrofos. A reducdo da atividade dopaminérgica ndo parece
ser a unica explicagdo, ja que o estradiol estimulou menos o crescimento de hipofises
implantadas na céapsula renal do que as hipofises /n situ. Além disso, 41 % das
hipofises in situ desenvolveram tumor, enquanto apenas 18% das implantadas
desenvolveram tumor. Os autores sugerem que haveria um fator hipotaldmico
responsavel pela tumorigénese e que este poderia ser estimulado pelo estradiol
(WELSCH et al, 1971). O mecanismo da tumorigénese induzida pelo estradiol €
desconhecido, mas foi sugerido que fatores hipofisarios dependentes do estradiol
também poderiam promover o crescimento celular. O tratamento prolongado com
estradiol aumentou a concentragdo do VIP na hipofise, e esse aumento foi cinco vezes
maior nas ratas Fischer 344 (PRYSOR-JONES et al., 1988). A imunorreatividade de
substincia semelhante a galanina aumenta em lactotrofos com hiperplasia induzida por
estradiol (HSU et al., 1990). Varios fatores de crescimento, como TGFpB,;, TGFa,
NGF, FGF, EGF e IGF-I podem estar envolvidos na mediagdo da tumorigénese
induzida pelo estradiol (BURNS & SARKAR, 1993; BORGUNDVAAG et al., 1992;
MISSALE et al, 1993; SCHECHTER et al, 1993; CHAIDURUN et al., 1994,

MOUIHATE & LESTAGE, 1995; MICHELS et al., 1993). Ainda, foi sugerido que
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os ratos suscetiveis, como os F344, apresentariam uma deficiéncia genética que
levaria a perda de um mecanismo de controle da proliferagio (WIKLUND &
GORSKI, 1982). Elias e Weiner (1984) mostraram que a suscetibilidade a ac@o
tumorigénica do estradiol € correlacionada com a habilidade de induzir um fluxo
arterial direto para a adeno-hipofise, diluindo a DA. Van Nesselrooij et al. (1991),
usando ressonidncia magnética, ndo encontraram alteracGes na vascularizagdo
hipofisaria induzida pelo tratamento prolongado com estradiol. Finalmente, a
hiperprolactinemia, a hiperplasia lactotrofica e o processo de formagdo de adenoma,
induzidos pelo estradiol, poderiam iniciar diretamente nos lactotrofos. O aumento dos
niveis de PRL sérica estimularia a atividade dopaminérgica e os fatores liberadores de
PRL seriam suprimidos. A hiperatividade dos TIDA, e o proprio estradiol,
provocariam a deterioragdo desses mesmos neurénios. A redugdio da inibi¢io
dopaminergica, também promovida por aumento da hipofise ou pela alteragdo no

fluxo sanguineo, levaria a hiperplasia irreversivel.

1.3 HIPERPROLACTINEMIA

A hiperprolactinemia ¢ uma causa freqiiente de alteragdes do ciclo menstrual,
sobre o erxo hipotalamo-hipofise-ovario porém, o sitio primario de inibi¢do parece ser
hipotaldmico. Varias evidéncias sugerem que a hiperprolactinemia reduz a atividade
do GnRH através dos sistemas dopaminérgico e opidide, moduladores da secregio

pulsatii  desse horménio. Além disso, a hiperprolactinemia, induzida
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experimentalmente em ratos, reduz receptores para GnRH na hipofise. A conseqiiente
diminui¢3o da secre¢do de gonadotrofinas é acompanhada de inibi¢do da resposta dos
gonadotrofos a retroalimentaggo positiva exercida normalmente pelo estrogénio.

A hiperprolactinemia pode ser devida a muitas causas, primarias ou
secundarias. As secundarias incluem hipotireoidismo, cirrose hepatica, insuficiéncia
renal ou distarbios hipotaldmicos. Outra situagdo freqiiente € a hiperprolactinemia de
causa farmacologica. Existe um grande nimero de medicamentos que interferem com
os neurotransmissores envolvidos na regulagdo da secre¢do de PRL, principalmente a
DA, e sd@o responsaveis pela causa mais freqiiente de hiperprolactinemia na pratica
clinica. Excluidas as causas secundarias, os adenomas hipofisarios secretores de PRL,
prolactinomas, sio a segunda causa mais comum de hiperprolactinemia. Os
prolactinomas sdo classificados em micro e macroadenomas, de acordo com o volume
menor ou maior do que 10 mm, respectivamente. O diagnostico preciso s6 poderia ser
realizado pela identificagdo de células imunorreativas & PRL por imunohistoquimica.
No entanto, como a retirada cirurgica dos tumores ndo € realizada freqiientemente, o
diagnostico ¢ realizado por sinais radiologicos, associados a hiperprolactinemia,
sintomas € evolugdo clinica. O tratamento de escolha é a BCP, agonista
dopaminérgico capaz de reduzir os niveis prolactinémicos e restaurar os ciclos
ovulatorios em 80-90% dos casos, além de diminuir o tamanho dos tumores em 60 %
dos casos (CHIODINI et al., 1981, CUNNAH & BESSER, 1991). Mulheres que
apresentam  hiperprolactinemia  sintomatica, persistente, com tomografia
computadorizada da sela turcica ou ressonincia magnética normais, e sem qualquer
causa conhecida de hiperprolactinemia sdo consideradas, por exclusio, como

portadoras de hiperprolactinemia idiopatica (CORENBLUM & TAYLOR, 1988).
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A administracio de BCP em animais de experimentacdo reduz a atividade
mitdtica, o peso da hipofise e o tamanho de tumores hipofisarios (LLOYD et al,
1975; DAVIES et al., 1974, PAWLIKOWSKI et al,, 1978, KALBERMAN et al.,
1980). A BCP também diminui a sintese de DNA e as concentragdes de PRL sérica e
hipofisaria, em ratas (JACOBI & LLOYD, 1981). A BCP liga-se a receptors D2 na
membrana dos lactotrofos e inibe a exocitose da PRL via redugdo dos niveis de
AMPc, o que leva ao acimulo intracelular de PRL. Com isso, ha uma diminuigdo da
sintese de PRL e da atividade mitética, além da possivel degradagdo da PRL
intracelular acumulada (DANNIES & RUDNICK, 1980). A BCP diminui os niveis de
PRL plasmatica em ratos tratados com DES, variando de acordo com a cepa e a dose
de tratamento estrogénico (JACKSON et al., 1993). O tratamento com BCP também
reduz a sintese de DNA e a secre¢gdio de PRL em tumores desenvolvidos
espontaneamente em ratos, € pode diminuir os receptores estrogénicos em adenomas
hipofisarios humanos (PRYSOR-JONES & JENKINS, 1981, STEFANEANU et al.,
1994). Os prolactinomas apresentam receptores dopaminérgicos D2 com constante de
dissociagdo e numero de sitios de ligagdo semelhantes aos do tecido hipofisario
normal (CRONIN et al., 1980) e a densidade desses receptores pode ser 50% menor

em prolactinomas resistentes 8 BCP (PELLEGRINI et al., 1989).

1.4. FARMACOS COM ACAO ANTIESTROGENICA

O tamoxifeno (TAM) € um antiestrogénio ndo esterdide, que se liga a

receptores estrogé€nicos e apresenta propriedades farmacologicas complexas ja que
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pode exercer efeitos opostos em diferentes espécies. Além disso, existem também
sitios de liga¢do antiestrogénicos especificos em dérgdos alvo do estrogénio, como 0
utero (GULINO & PASQUALINI, 1983). As respostas ao tamoxifeno sdo
dependentes do tecido examinado, da dose utilizada e do grau de impregnagdo
estrogénica, podendo ter efeito aditivo ou antagdnico ao estradiol. A ligagdo aos seus
proprios receptores poderia ser responsavel pela agdo antagbnica do TAM, em
relagdo aos efeitos do estradiol. No rato, tem efeito agonista parcial no utero,
antagonista na glandula mamaria e, em relagdo a hipofise os dados sdo contraditorios
(LIN & BUTTLE, 1991; NAGY et al, 1980, PRYSOR-JONES et al., 1983). A
administragdo de uma dose de TAM potencializou o efeito do estradiol sobre a
secrecdo de PRL, em ratas. Quando o tratamento com TAM foi repetido, 48 e 24
horas antes e simultaneamente com o estradiol, essa potencializagdo foi revertida
(GILNA & MARTIN, 1986). O tamoxifeno, administrado em ratas ovariectomizadas,
reduziu os niveis de PRL sérica e o peso hipofisario induzidos por estimulo
estrogénico (JORDAN & KOERNER, 1976; LYLE et al., 1984). Lieberman et al.
(1983) demonstraram in vitro a inibi¢do direta e reversivel do tamoxifeno sobre a
sintese de PRL induzida por estradiol. Os efeitos agonistas ou antagonistas dependem
da presenga ou auséncia de estradiol no meio de cultura. Martinez-Campos et al.
(1986) mostraram, em cultura de células hipofisarias normais, que a relagio dose
resposta do tamoxifeno € bifasica, causando estimula¢do com as doses mais baixas e
antagonizando os efeitos estimulatorios do estradiol nas doses mais altas. O efeito
antiproliferativo do TAM sobre o crescimento uterino, demonstrado com a
administragdo de TAM nos ultimos 5 dias de tratamento curto com estradiol (50 ug/2

semanas), mostrou a a¢do antiestrogénica deste farmaco, sugerindo que essa agio seja
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mediada por uma inibigdo competitiva pela ligagdo ao receptor estrogénico
(SPRITZER et al., 1995). Nesse esquema de tratamento o TAM reduziu a
concentragdo de PRL sérica, mostrando sua a¢do antiestrogénica também na hipofise.
Spritzer et al. (1996), associando TAM (60 e 120) a 300ug de estradiol, também por
2 semanas, verificaram reduc@o dos niveis de PRL sérica e do peso hipofisario. Por
outro lado, quando o TAM foi associado ao tratamento prolongado (10 semanas)
com 300ug de estradiol, também foi demonstrada a agdo antiestrogénica do TAM no
utero, enquanto na hipofise ndo houve efeito no percentual de lactotrofos nem nos
niveis de PRL sérica. Esse conjunto de dados confirmam a complexidade da ag@o do
TAM na hipofise e a importancia da duragéo do tratamento, das doses empregadas, e
principalmente, do grau de impregnacdo estrogénica. Como o TAM se liga ao
receptor estrogénico com menor afinidade do que o proprio estradiol, nos desenhos
experimentais onde as concentragles de estradiol sejam mais altas, € possivel que haja
predominio da agdo estrogénica do estradiol sobre a antiestrogénica do TAM.

A Progesterona (P) ¢ considerada um farmaco com agdo antiestrogénica bem
estabelecida. Estradiol e progesterona tém efeitos antagonistas ou sinérgicos nos
tecidos alvo, como endométrio e mama: estradiol estimula o crescimento celular € a P
tende a ibir os efeitos estrogénicos, induzindo diferenciagdo celular em células
sensibilizadas com estradiol (CLARKE & SUTHERLAND, 1990; KUTTENN et al.,
1986). A progesterona modula os efeitos estrogénicos diminuindo os receptores de
estradiol e estimulando a 17Bhidroxiesterdide desidrogenase, que converte estradiol
em estrona (GOMPEL et al., 1986), enquanto os receptores de P sdo aumentados por

estradiol (OHTA et al., 1993). Esses efeitos foram demonstrados tanto nos orgios
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alvo classicos, glandula mamaria e utero, como na hipéfise (El AYAT & MAHESH,
1984, SMANIK et al., 1983; BLAUSTEIN & BROWN, 1984; HAUG, 1979).

A progesterona € capaz de exercer uma série de efeitos sobre o sistema
nervoso central. Existem grandes concentragdes de receptores para progesterona no
hipotalamo (MacLUSKY & MCcEWEN, 1980) e, foram descritos efeitos da
progesterona sobre neurotransmissores centrais como DA, serotonina, noradrenalina,
opidides e GABA (MERCHENTHALER et al,, 1995, SHIMIZU & BRAY, 1993,
BRESSION et al., 1985; CANONACO et al., 1993; SHOUPE et al., 1985). Arbogast
e Voogt (1993) descreveram que a administragio apenas de P ndo mostrou efeito,
mas quando co-administrada com estradiol reverteu o efeito estrogénico nos niveis de
PRL sérica, mRNA e atividade da tirosina hidroxilase no nucleo arqueado de ratos. A
administragdo concomitante de P e estradiol pode potencializar o efeito estimulatorio
sobre a PRL plasmatica, provavelmente por um mecanismo envolvendo aumento do
TRH nos vasos porta. Por outro lado, a inje¢do apenas de P ndo altera a concentragio
de TRH mas aumenta os niveis de DA no sistema porta (HUANG et al., 1995). AP
pode atuar diretamente em neurdnios dopaminérgicos do nucleo arqueado que
contém receptores de P (FOX et al., 1990). A administragdo de P atenua a atividade
dopaminérgica na eminéncia mediana durante a fase de plateau do pico pré-ovulatério
de PRL (ARBOGAST & BEN-JONATHAN, 1990). A P parece também estar
envolvida com a regulagio da PRL durante o estresse. O tratamento de ratas
ovariectomizadas com P bloqueou a resposta da PRL ao estresse (MILENKOVIC et
al., 1986; JAHN & DEIS, 1986; CALIGARIS & TALEISNIK, 1983). Além disso, os

niveis séricos de P aumentam pela exposi¢do ao éter, indicando um possivel
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mecanismo de retroalimentacio da P sobre a PRL, em resposta ao estresse (DEIS et
al., 1989).

As intera¢des estradiol-progesterona na hipofise estdo menos esclarecidas
(FINK, 1988; ATTIA, 1980). A P pode reverter o efeito do estradiol sobre a
liberagdo de PRL, in vitro, enquanto a incubagdo apenas com P néo produz alterages
na liberacio de PRL (FERLAND et al., 1980; VICIAN et al., 1979, LAMBERTS et
al., 1987; SHIMOKAWA et al., 1992). Por outro lado, foi demonstrada uma redugio
de 30-50% na liberagio espontinea da PRL, em cultura primaria de células
hipofisarias, com a adi¢gdo de um progestogénio (GIGUERE et al., 1982). Estudos
realizados in vivo, em ratas e em fnulheres, mostraram que a administragdo de P
promove tanto aumento (CALIGARIS et al., 1974; HUANG et al., 1995; RAKOFF
& YEN, 1978) como redugdo da secre¢do de PRL (REIER et al., 1974; OLIVEIRA
do tempo de administragio e da dose de progesterona usada. A injec@o isolada de 4
mg de progesterona nio alterou os niveis de PRL sérica, mas reverteu o aumento
induzido pelo estradiol. Por outro lado, a administragdo de 10 mg de P aumentou a
secrecdo de PRL sérica (CHEN & MEITES, 1970). Deve ser considerado o tipo de
progestogénio utilizado, ja que alguns podem ter estrutura quimica que lhes confiram
propriedades estrogénicas intrinsecas o que pode gerar confusdo na interpretagdo dos
dados (BAKER et al., 1973). Sitruk-Ware et al. (1985) mostraram redugdo da PRL
sérica em pacientes normoestrogénicas, com hiperprolactinemia e tratadas com
linestrenol. A administragdo de acetato de noretisterona (NA) diminuiu os niveis de
PRL sérica em 6 de 10 pacientes hiperprolactinémicas (MALLMANN & SPRITZER,

1996). Oliveira et al. (1993) demonstraram que o NA reduz a concentragdo de PRL
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sérica, o peso da hipofise e o niimero de lactotrofos em ratas com hiperprolactinemia

induzida pela administrag¢do prolongada de estradiol.

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE HIPERPROLACTINEMIA

Existem varios modelos experimentais que tém sido utilizados para a
identificagdo dos mecanismos intracelulares que regulam a sintese e a secregdo de
PRL. Considerando a complexidade da regulagdo da secre¢do da PRL, diversos
modelos experimentais foram desenvolvidos procurando investigar cada mecanismo
regulatorio em particular.

A investigagdo realizada in vifro envolve cultura de células tumorais (GH3,
MtTW15, 7315a, MMQ) ou culturas primarias de lactotrofos. Além disso, a
combinagdo de varias técnicas é mais um recurso que tem contribuido para o
esclarecimento da regulagio da secrecdo de PRL. A correlagdo de resultados obtidos
por métodos bioquimicos ou hibridizagdo in situ e imunocitoquimica, por exemplo,
acrescentou dados importantes nessas investigagdes. A linhagem de células GH3,
derivada de adenomas hipofisarios induzidos por estrogénio, tem sido usada como
modelo para investigar a sintese e a liberagdo do horménio do crescimento (GH) e da
PRL. Varias caracteristicas importantes dos lactotrofos foram demonstradas
originalmente nessas células. Estas oferecem a vantagem de permitir o trabalho com
células puras, ndo misturadas com outras células hipofisarias, sempre presentes na
cultura de lactotrofos. No entanto, apresentam algumas desvantagens como: ndo

respondem & DA, podem ndo ser funcionalmente homogéneas, armazenam pequenas
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quantidades hormonais e, além da PRL, secretam GH. Além disso, as células tumorais
podem ter caracteristicas ﬁmcionais diferentes das células hipofisarias normais e
podem mudar essas caracteristicas com o tempo. As linhagens GH3 néo respondem a
DA devido a auséncia de receptores dopaminérgicos D2, enquanto‘ as 7315a e
MtTW15 apresentam defeitos na subunidade o da proteina G. A linhagem MMQ foi
derivada da 7315a e secreta apenas PRL, embora apresente varias anormalidades nas
subunidades da proteina G (FORGET et al., 1993).

Os modelos utilizados para o estudo in vivo da regulagdo da secregdo de PRL
incluem medidas da secre¢do basal da PRL, sob manipulagdo farmacolégica, ou em
estados hiperprolactinémicos. Os estimulos mais importantes para a secre¢do de PRL
sd0 a succdo, o estresse e 0s esteroides sexuais, principalmente o estrogénio. Embora
muitos elementos da via final comum desses estimulos sejam similares, hd varias
diferencgas entre a magnitude, o curso temporal e os efeitos sobre a homeostase que
sdo acionados por cada um. Assim, a indugdo de hiperprolactinemia pode ser
produzida por estresse, suc¢io mamilar, administragdo de estrogénios ou implante de
uma hipofise, central ou perifericamente.

Os modelos experimentais utilizados para reproduzir situagGes de estresse, e
seus efeitos, sdo semelhantes mas ndo idénticos. Além disso, os mecanismos
envolvidos em cada uma das adaptagdes fisiologicas também podem diferir conforme
o estimulo estressor. Os agentes mais utilizados para promover estresse sio a
exposi¢do ao éter e a imobilizagdo. O aumento dos niveis de PRL induzido pelo
estresse € um fendmeno de curta duragdo mesmo quando o estresse € aplicado por um

periodo prolongado. Desta forma, esse modelo tem sido amplamente aceito para o
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estudo da regulagio a curto prazo da secregdo da PRL e sua correlagdo com diversas
condi¢Bes hormonais.

O implante de uma hipofise adicional na capsula renal produz aumento da
secre¢do de PRL devido a perda da inibigdo dopaminérgica hipotaldmica sobre essa
hipofise. Por outro lado, a hiperprolactinemia promovida pela secregdo da hipofise
ectopica pode exercer retroalimentacdo negativa sobre a atividade secretoria da
hip6fise que permanece na sela turcica (ADLER, 1986). Dessa maneira, este modelo
ndo parece adequado para o estudo da regulagdo da secrecdo de PRL jé que ndo sdo
preservados os mecanismos regulatérios fisiologicos. Este modelo poderia ser
adequado para estudar os efeitos da PRL, a hiperprolactinemia cronica ou o
mecanismo da autoregulagio. O implante hipofisario no hipotilamo determina
aumento dos niveis de PRL no liquor e tem sido usado para avaliar as a¢des centrais
da PRL, inclusive a autoregula¢do. Em ratos submetidos a implante hipotalamico de
hipéfise, Grattan e Averill (1991) observaram um bloqueio expressivo da secregdo de
PRL induzida pelo éter.

Alguns modelos utilizam a administragdo de farmacos que possam interferir
nos sistemas de neurotransmissores envolvidos nessa regulacdo. Entre eles, a
administra¢do de estrogénios tem sido utilizada para induzir hiperprolactinemia e para
estudo das interagdes centrais e periféricas de diversos hormonios, neurotransmissores
e neuromoduladores envolvidos na regulagio da secrecdo de PRL.

A indugdo de hiperprolactinemia pela administragdo de estrogénios tem sido
realizada de acordo com desenhos experimentais diversos. A administragdo de
estradiol varia tanto em relagdo a dose, duragdo e via de administragdo, como em

relagdo aos farmacos utilizados e a cepa, mais ou menos sensivel a a¢do do estradiol.
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Ratos da cepa Fischer 344 apresentam uma hipersensibilidade ao estimulo
estrogénico, com grande suscetibilidade a formagdo de tumor hipofisario induzido
pelo estradiol (WIKLUND et al., 1981). As diferentes cepas de ratos utilizadas
também podem mostrar diferencas quanto a magnitude e dindmica temporal da

deplegéo hipofisaria de PRL, e de sua liberagdo, além da responsividade aos efeitos

& PARKER, 1992; ARITA et al., 1990). Os protocolos experimentais diferem
também em relagdo ao tempo de observagdo do efeito do estradiol, além da grande
varia¢do no numero e freqiiéncia de injegGes. Alguns autores relatam esquemas de
tratamento em que sdo avaliados efeitos rapidos dos esterdides sexuais, onde o pico
de liberagdo de PRL ¢ determinado em horas (HORN & FINK, 1985), enquanto
outros observam alteragdes produzidas pelo tratamento cronico.

Considerando que n3o ha uma padronizagdo de protocolos, torna-se
importante o desenvolvimento de um modelo experimental de hiperprolactinemia,
dependente da administra¢do de estrogénio, e o estabelecimento de alguns pardmetros

fundamentais para a analise dos efeitos do tratamento estrogénico.
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1.6. OBJETIVOS

1.6.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo experimental de hiperprolactinemia dependente de
estrogénio e avaliar os efeitos de um progestogénio, de um antiestrogénio ¢ de um

agonista da dopamina sobre a proliferac@o e a fungéo lactotrofica.

1.6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar valores de referéncia para as variaveis estudadas, PRL sérica, peso
hipofisario e percentual de lactotrofos, em ratas castradas e intactas usadas como
controle;

e Avaliar se as variagGes de PRL sérica durante o ciclo estral das ratas podem
interferir na comparagdo dos resultados entre ratas intactas e 0s grupos
experimentais;

e Verificar o efeito do benzoato de estradiol administrado em duas doses (50 e 300
pg/semana), por diferentes tempos de tratamento, sobre os niveis de PRL sérica,
peso da hipofise e percentual de lactotrofos;

e Validar o modelo experimental através da determinagio dos efeitos da
administragio de um agonista dopaminérgico (bromocriptina) associado ao

tratamento estrogénico sobre os pardmetros descritos acima,
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o Estabelecido o modelo experimental, avaliar os efeitos de um progestogénio, o
acetato de noretisterona, associado ao estrogénio sobre os niveis de PRL sérica,
peso da hipofise e percentual de lactotrofos.

o Investigar o efeito da associa¢do de um antiestrogénio, tamoxifen, a BCP ou a NA
sobre os niveis de PRL sérica, peso da hipofise e percentual de lactotrofos em ratas

submetidas a tratamento prolongado com benzoato de estradiol.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizadas ratas Wistar, pesando entre 150 e 250 g, com 80 a 120 dias
de idade no inicio dos experimentos, provenientes do biotério do Instituto de
Biociéncias, UFRGS. Os animais foram alimentados com ragdo e agua a vontade. A
manipulagio das ratas seguiu a rotina do biotério e foram mantidas em ciclo
claro/escuro de 12 horas com temperatura de 22 + 4°C.

Foram colocadas no maximo 6 ratas em cada caixa desde o inicio dos
tratamentos. Os animais permaneceram no biotério onde receberam as inje¢Ges de
acordo com os protocolos experimentais. Algumas horas antes da decapitagdo as
ratas eram levadas para o laboratério e deixadas em suas caixas para adaptagdo ao
ambiente, com o maximo de siléncio possivel. As ratas eram sacrificadas na sala ao
lado onde se encontravam as caixas e a retirada dos animais das caixas foi feita em
menos de 15 segundos, evitando o contato dos mesmos com cheiro de sangue, ruido
ou qualquer estresse previsivel no momento da decapita¢do. Todas as decapitagdes
foram realizadas entre 9:30 e 13:30 horas, exceto nas ratas do proestro da tarde que

foram sacrificadas as 17:30 horas.
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2.2 FARMACOS

Os farmacos utilizados foram  hexahidrobenzoato de estradiol
(Benzoginoestm@, SARSA), acetato de noretisterona (Primolut-nor®, SCHERING),
bromocriptina (Parlodel®, SANDOZ ou Bagren®, SERONO) e tamoxifeno
(Nolvadex®, ICUWELLCOME). O estradiol era diluido em 6leo de arroz (0,25
ml/dose). A bromocriptina era diluida em NaCl 0,9% de forma a obter a dose
desejada em 0,2 ml, o tamoxifeno em etanol/ NaCl 0,9% (1:10) com volume de 0,2
ml/dose e o acetato de noretisterona em etanol (40 mg/ml), fazendo uma solugdo mae
a qual era adicionado NaCl 0,9% (1:20) sendo administrado em volume de 0,25 ml
por dose. O grupo controle recebeu 0,25 ml do mesmo 6leo onde era diluido o
estradiol (veiculo oleoso) e/ou 0,2 ml de veiculo aquoso, uma solugéo de etanol/NaCl

0,9 % (1:10).

2.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Com excegdo dos grupos de ratas intactas e dos utilizados para o estudo do
ciclo estral, todos os outros grupos foram submetidos 4 ovariectomia bilateral (OVX),
sob anestesia com éter, 48 horas antes do inicio dos tratamentos. As inje¢des foram
realizadas por via subcutinea, sendo semanais para o estradiol (2, 4 ou 10 semanas) e
diarias para bromocriptina , noretisterona e tamoxifeno (nos ultimos 5 ou 12 dias).
Quando essas drogas eram associadas, as inje¢Oes eram realizadas consecutivamente.
As ratas foram sacrificadas em guilhotina, 12 a 24 horas apds a ultima injegdo.

Imediatamente apos a decapitag@o era coletado sangue troncular e retirada a hipofise.
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O sangue foi centrifugado (1000 x g, por 10 minutos) e o soro armazenado a - 20° C
para dosagem de prolactina por radiomunoensaio. Apos a retirada da hipofise
posterior, as hipofises anteriores foram pesadas em balanga eletronica e colocadas em
formalina a 10 % para fixagdo e posterior coloragdio pela técnica de imuno-

histoquimica, para contagem do percentual de lactotrofos.
2.3.1. Grupos Controle

Para estabelecer valores basais das varidveis examinadas, 3 grupos controle
foram constituidos:
2.3.1.1. Intactas: As ratas que compunham este grupo eram submetidas a falsa

cirurgia de castrag¢@o e recebiam injecdes de veiculo oleoso.

2.3.1.2. Ovariectomizadas: As ratas eram ovariectomizadas bilateralmente e recebiam

injecdes de veiculo oleoso.

2.3.1.3. Ciclo Estral: Um grupo de ratas intactas foi classificado de acordo com as
caracteristicas celulares do esfregago vaginal e sacrificado em cada fase do ciclo
estral: PM (proestro sacrificado pela manhd), PT (proestro sacrificado & tarde), E

(estro), DI (diestro I), DII (diestro IT).
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2.3.2. Grupos Experimentais

2.3.2.1. Grupos tratados com Benzoato de Estradiol (BE)

Com o objetivo de induzir hiperprolactinemia e testar eventuais efeitos
hipofisarios, foram utilizados diferentes esquemas de administragio de BE,
classificados em curto (2 semanas), intermediario (4 semanas) e prolongado (10
semanas). Em cada grupo, as ratas recebiam inje¢Ses semanais de BE, 50 ou 300
ug/dose/rata (E50 e E300, respectivamente). A figura 1A esquematiza os protocolos
de tratamento. Estes grupos, tratados com BE em diferentes doses e tempos, foram
também utilizados para comparagdo com os grupos tratados com outros farmacos
associados ao BE. Nestes casos, as ratas recebiam veiculo aquoso nos ultimos 5 ou

12 dias de tratamento.

2.3.2.2. Grupos tratados com outros farmacos associados ao BE

As figuras 1B e 1C ilustram os esquemas de tratamento associados ao BE.

2.3.2.2.1. Bromocriptina (BCP)
Associado ao tratamento semanal de BE estes grupos receberam, nos altimos

5 ou 12 dias, bromocriptina nas doses de 0,05 ou 0,6 mg/dose/dia.

2.3.2.2.2. Acetato de Noretisterona (NA)
As ratas destes grupos receberam 0,5 mg ou 0,1 mg de acetato de

noretisterona, diariamente, nos Gltimos 5 ou 12 dias de tratamento com BE.
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A
2, 4 ou 10 semanas
OVX—48hs N 12-24hs—Decapitagdo
E50 ou E300
B
2, 4 ou 10 semanas
OVX—48hs » 12-24hs—Decapitagio
E50 ou E300 5 ou 12 dias
BCP
NA
C
10 semanas
OVX—48hs . 12-24hs—Decapitagdo
E300 12 dias
TAM
TAM+NA
TAM-+BCP

Figura 1. Protocolo ‘experimental. A:' Esquemas de tratamento com benzoato de
estradiol em doses semanais de 50 (E50) ou 300 pg/rata (E300) realizados durante 2
(curto), 4 (intermediario) ou 10 semanas (prolongado). B: Esquemas de tratamento
associado ao BE nos tdltimos 5 ou 12 dias. BCP: Bromocriptina; NA: Acetato de
noretisterona. C: Tamoxifeno (TAM) isolado ou associado a bromocriptina (BCP) ou
acetato de noretisterona (NA) nos ultimos 12 dias de tratamento prolongado (10
semanas) com E300.
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2.3.2.2.3. Tamoxifeno associado a BCP ou ao NA

Associado ao tratamento prolongado com benzoato de estradiol (300
pg/rata/semana), as ratas destes grupos receberam tamoxifeno (TAM) nas doses de
20 ou 60 pg/rata/dia, durante os ultimos 12 dias. Outros grupos foram injetados com
TAM + BCP na dose de 0,05 mg, ou com TAM + NA na dose de 0,1 mg, nos tltimos
12 dias de tratamento prolongado com BE. As combinag¢des incluiram as doses de 20

e 60 ug de TAM.
2.4. DESCRICAO DOS EXPERIMENTOS

2.4.1. Niveis séricos de PRL, peso da hipéfise e percentual de lactotrofos nos

grupos controle

Experimentos 14-1C.

Foram realizados trés experimentos utilizando 19, 11 e 20 ratas,
respectivamente, nas seguintes condigdes experimentais: em cada experimento a
metade das ratas foi submetida a ovariectomia bilateral (OVX) e a outra metade
sofreu falsa cirurgia, isto é, estresse cirurgico da laparotomia sem retirada das
goOnadas (ratas intactas). As ratas dos grupos controle receberam inje¢Ses subcutineas

de veiculo oleoso semanalmente.
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Experimento 2.

O ciclo estral de 17 ratas intactas foi acompanhado através do esfregaco
vaginal, coletado sempre entre 8-9 horas da manhd e examinado ao microscopio
optico para defini¢do da fase do ciclo em que se encontravam. Foram utilizadas 4-5
ratas em cada fase (PM, PT, E, DI, DII) e a decapitagao foi realizada as 17:30 hs num
grupo de ratas em proestro (PT) enquanto as demais foram sacrificadas entre 11:30 e

13:30 horas do mesmo dia em que foi definida a fase do ciclo.

2.4.2. Efeitos do benzoato de estradiol (BE) sobre os niveis de PRL sérica, peso

hipofisario e percentual de lactotrofos

Experimentos 3A-3F.

Cinquenta ratas foram ovariectomizadas e divididas em 6 grupos, com 6-10
ratas cada um. Dois dias ap0s, as ratas dos experimentos 3A-3C receberam injegdes
semanais de BE (50 pg/rata) e foram decapitadas apdés 2, 4 ou 10 semanas,
respectivamente. Nos outros 3 experimentos (3D-3F) as ratas foram tratadas com 300
ug/semana de BE durante os mesmos periodos. As 10 ratas do grupo controle foram
submetidas a falsa cirurgia, injetadas com veiculo oleoso (0,25 ml/semana) e

sacrificadas ap6s 10 semanas.

2.4.3. Efeitos da Bromocriptina associada ao BE sobre os niveis de PRL sérica,

peso hipofisario e percentual de lactotrofos
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Experimento 4.
Vinte e sete ratas receberam inje¢Ges semanais de ES0 e foram divididas em
grupos de acordo com os seguintes esquemas de tratamento:
e Curto: E50 foi administrado durante 2 semanas a 16 ratas. Um grupo de 8 ratas
recebeu inje¢Oes diarias de bromocriptina (BCP) na dose de 0,6 mg, durante os

ultimos 5 dias, enquanto a outras oito ratas foi administrado veiculo aquoso.

e [ntermedidrio. Onze ratas receberam E50 durante 4 semanas e foram divididas em
2 grupos. A um grupo de 6 ratas foi administrado diariamente veiculo aquoso e a

outro, de 5 ratas, BCP (0,6 mg) durante os altimos 12 dias.

Experimento 5.
Outras 55 ratas foram injetadas, semanalmente, com E300 e tratadas como
segue:
e (Curto: Em 16 ratas o tratamento com E300 durou 2 semanas, € nos ultimos 12
dias elas foram divididas em 2 grupos de 8 ratas. Um grupo recebeu inje¢Ges

diarias de veiculo aquoso e o outro BCP na dose de 0,6 mg/dose/dia.

e [ntermediario: Um grupo de 16 ratas recebeu E300 por 4 semanas, sendo que 8
delas foram injetadas com BCP (0,6 mg) e 8 com veiculo aquoso diariamente nos

12 dias finais.

e Prolongado: Vinte e trés ratas foram tratadas com E300 por 10 semanas e, nos

ultimos 12 dias, 8 ratas receberam inje¢Ses diarias de veiculo aquoso, a 5 ratas foi
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administrado 0,05 mg/dose/dia de BCP e outras 10 ratas foram tratadas com 0,6

mg/dose/dia de BCP.

2.4.4. Efeitos do NA associado ao BE sobre os niveis de PRL sérica, peso

hipofisario e percentual de lactotrofos

Experimento 6.
Trinta e uma ratas receberam inje¢des semanais de E50 e foram divididas em
grupos da seguinte maneira:
e Curto: 17 ratas foram ovariectomizadas e apds 48 horas receberam injegdes
semanais de E50, durante 2 semanas. Durante a segunda semana, 9 animais foram

também injetados com NA por 5 dias e outras 8 ratas com veiculo aquoso;

o [ntermediario: 14 ratas foram tratadas com inje¢des semanais de E50, durante 4
semanas. A metade foi tratada com injegdes didrias de NA (0,5 mg) e a outra

metade recebeu veiculo aquoso nos 12 dias finais do tratamento com E50.

Experimento 7.
ApoOs a castragdo, 50 ratas foram injetadas semanalmente com E300 e
divididas em grupos de acordo com os seguintes esquemas de tratamento:
e Curto: 16 ratas foram tratadas com inje¢es semanais de E300, durante 2 semanas.
Estas ratas foram subdivididas em 2 grupos que receberam, respectivamente,

veiculo aquoso e NA nos ultimos 12 dias de tratamento.
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o [ntermedidrio. 16 ratas foram injetadas com E300 por 4 semanas e subdivididas
em 2 grupos de 8 ratas tratadas com inje¢Ges diarias de NA (0,5 mg) e veiculo

aquoso, respectivamente nos 12 ultimos dias;

e Prolongado. Neste experimento, 18 ratas ovariectomizadas foram injetadas
semanalmente com E300 por 10 semanas. Durante as duas ultimas semanas foram
também injetadas diariamente com NA 0,1 mg (10 ratas) ou veiculo aquoso (8

ratas) por 12 dias.

2.4.5. Efeitos do Tamoxifeno (TAM) isolado ou associado ao NA ou a BCP sobre

os niveis de PRL sérica, peso hipofisario e percentual de lactotrofos

Experimento 8.

As 40 ratas componentes deste experimento foram ovariectomizadas e
injetadas com BE, 300pg/semana/rata durante 10 semanas. Nos ultimos 12 dias, os
grupos foram subdivididos e receberam inje¢Ses diarias da seguinte forma: veiculo
aquoso (10 ratas), TAM 20 pg/rata (5 ratas), TAM 60 ug/rata (5 ratas), NA 0,1 mg
(10 ratas), BCP 0,05 mg (5 ratas), TAM 20 + NA (5 ratas), TAM 60 + NA (5 ratas),

TAM 20 + BCP (5 ratas), TAM 60 + BCP (5 ratas).

2.5. DOSAGEM DE PROLACTINA

A concentragdo de prolactina sérica foi medida por radioimunoensaio de duplo

anticorpo utilizando material fornecido pelo National Institute of Diabetes &
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Digestive & Kidney Diseases (NIDDK), composto de: PRL de rato (r-PRL-I-6),
anticorpo para PRL de rato produzido em coelho (anti-rat-PRL-S-7) e preparado de
referéncia de PRL de rato (r-PRL-RP-3) usado para a curva padrdo. O segundo
anticorpo foi cedido gentilmente pelos Professores Dr. José Antunes Rodrigues e Dra.
Ana Lucia Favaretto do Laboratorio de Neuroendocrinologia do Departamento de
Fisiologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

A PRL foi marcada com ™I pelo método da Cloramina T obtendo 70 % de
incorporagdo (teste com TCA) com atividade especifica de 280 puCi/ug, e purificada
em coluna de Sephadex G50 (40 x 0,9 cm) usando tampdo fosfato 0,01 M com
albumina bovina a 1 % para a eluicdo.

Foram realizados 3 ensaios de modo que todas as amostras de cada
experimento fossem dosadas no mesmo ensaio. Para avaliar a variagdo inter-ensaio foi
dosado um pool de plasma de ratas normais em todos os ensaios. As amostras foram
dosadas sempre em duplicata e a curva padrdo em quadriplicata.

A cada tubo foi adicionado tampio fosfato 0,01 M com 0,1 % de
soroalbumina bovina, 100 pl da amostra pura ou diluida no mesmo tampdo, 100 pl da
' 1-PRL com aproximadamente 10.000 cpm e 100 pl do anticorpo anti-PRL diluido
em soro de coelho normal a 1% (1:3.000 a 1:4.000). A curva padrdo foi obtida
adicionando-se 100 pl de rPRL-RP-3 diluido a 1:50 em tampio fosfato 0,01 M com
albumina a 1 % de forma a conte; 19,5 a 5.000 pg/tubo. Apoés incubagio a
temperatura ambiente por 12-18 horas (pernoite) acrescentaram-se 200 ul do segundo
anticorpo, anti-IgG de coelho, diluido em uma solugdo com EDTA 0,05 M e PEG 5%
(1:35). Ap6s 2 horas de incubagdo a temperatura ambiente os tubos foram

centrifugados a 4° C por 25 minutos (centrifuga Incibras, 1.200 x g), o sobrenadante



47

foi aspirado com bomba a vacuo e a radioatividade do precipitado foi medida em
contador gama (LKB), com eficiéncia de 82%.

O resultado foi expresso em ng/ml de prolactina, considerando-se a curva
padrdo como referéncia. A sensibilidade dos ensaios foi de 2 ng/ml e os coeficientes

de variagdo intra-ensaio e interensaio foram de 9,5 e 15 %, repectivamente.

2.6. MEDIDA DO PESO DA HIPOFISE ANTERIOR

O peso umido da hipofise anterior foi aferido em todos os experimentos,
utilizando uma balanga eletronica (SHANGPING, Shangai Bal. Inst. Fact.) com

sensibilidade de até 0,1 mg.

2.7. CONTAGEM DE CELULAS IMUNORREATIVAS A PROLACTINA

POR IMUNO-HISTOQUIMICA

Inicialmente, as hipofises fixadas em formalina a 10 % foram incluidas em
blocos de parafina. Os cortes foram realizados em série, com espessura de 5 micra e
montados em laminas previamente preparadas com 3-aminopropyltriethoxysilane
(Sigma). Apos selegdo de uma area com boa celularidade, trés cortes de cada bloco
foram corados de acordo com a técnica de imuno-histoquimica pelo método da
avidina-biotina-peroxidase (HSU et al., 1981 modificada por COUTINHO, 1988).

O anticorpo primério anti-PRL de rato (anti-r-PRL-IC-5) foi obtido através do
National Institute of Diabetes & Digestive & Kidney Diseases, pelo National

Hormone and Pituitary Program, Maryland, USA. O anticorpo secundario, anti Ig G
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de coelho biotinizada, o reagente avidina-biotina (ABC) e o soro normal fazem parte
do kit ABC (Vector Laboratories, Inc.). O cromdgeno utilizado foi o diamino-
benzidina - DAB (Serva, Heidelberg). O DAB foi diluido em tampdo TRIS-HCI (50
mg/10 ml) e estocado a -20° C até o momento da utilizagdo quando 1,2 ml desta
solugdo mie eram diluidos em 1,8 ml de tampdo fosfato (PBS) e adicionados 3 ml de
PBS + 20 pl de H;0,. Os demais reagentes foram diluidos em PBS.

Antes da coloragdo propriamente dita, as l1aminas foram desparafinadas com
xilol e alcool em concentragGes decrescentes até a rehidratagdo em agua destilada por
5 minutos. Com o objetivo de inibir a acdo da peroxidase enddgena, as laminas foram
colocadas em uma solugdo de metanol (Merck) e peroxido de hidrogénio (Merck) a
3% por 30 minutos. Apos lavagem em PBS por 20 minutos, os cortes foram
incubados com soro normal de cabra (1:25) a temperatura ambiente por 20 minutos,
para diminuir a ligagdo inespecifica dos anticorpos.

Escorrido o soro normal, as liminas foram incubadas com o anticorpo
primario diluido a 1:3.000 em cdmara umida, a 4° C por 12-18 horas (pernoite).
Seguiu-se a incubagio dos cortes com o anticorpo secundario diluido a 1:200 por 30
minutos e, apds nova lavagem em PBS, as ldminas foram incubadas com o ABC
(1:200) durante 60 minutos. Finalmente foi realizada a colora¢io utilizando a mistura
de DAB sobre os cortes durante 5 minutos. As laminas foram lavadas com agua
destilada, contracoradas com hematoxﬂina, desidratadas e montadas com balsamo.

Como controles foram utilizados cortes de hipofise humana que sofreram o
mesmo processamento quando do controle positivo e, no caso do controle negativo, o

anticorpo primario foi substituido pelo soro normal.
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Uma vez coradas, as ldminas foram examinadas em microscopio 6ptico usando
objetiva de 40 aumentos a qual foi sobreposta uma lente reticulada com 100 espacos
de 1 mm x 1 mm. Em 4reas escolhidas ao acaso, foram contadas 200 células
nucleadas, registrado o nimero de células contendo PRL e o resultado foi expresso
em percentual de células coradas em relagdo ao numero total de células contadas. A
contagem foi realizada por 3 examinadores, permitindo o célculo da média das
contagens para cada hipofise. O percentual de células imunorreativas a prolactina foi

referido como percentual de lactotrofos.

2.8. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média ou
mediana e amplitude, quando especificado no texto. Os dados de peso hipofisario e
percentual de lactotrofos foram analisados por andlise de varidncia de uma via
(ANOVA) seguida pelo teste de Student-Newman Keuls para compara¢des multiplas
ou pelo teste t de Student para comparar médias de dois grupos de amostras
independentes. Os valores de PRL foram submetidos a andlise de varidncia ndo
paramétrica de Kruskal Wallis para comparagido de trés ou mais grupos e teste de
Mann-Whitney quando a comparagio foi feita entre dois grupos. Considerou-se

significativa toda diferenga com valor de p inferior a 0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. NIVEIS SERICOS DE PRL, PESO DA HIPOFISE E PERCENTUAL DE

LACTOTROFOS EM RATAS DOS GRUPOS CONTROLE

3.1.1. Concentracdes de PRL sérica nos grupos controle

3.1.1.1. Niveis séricos de PRL de ratas ovariectomizadas e intactas

Com os objetivos de determinar os valores normais dos grupos controle
(ovariectomizadas e intactas), bem como verificar a reprodutibilidade dos niveis
séricos de PRL nestes grupos, foram realizados trés experimentos em condigdes
experimentais semelhantes. Os resultados destes experimentos estdo apresentados na
Tabela 1.

Nos grupos de ratas ovariectomizadas, as médias dos niveis séricos de PRL
variaram entre 5,0 £ 0,8 e 9,0 £ 2,3 ng/ml, enquanto nos grupos de ratas intactas
variaram entre 6,0 = 1,24 ¢ 9,1 + 0,45 ng/ml. As médias ndo foram estatisticamente
diferentes entre os experimentos do grupo de ratas intactas ou do grupo de ratas

ovariectomizadas. Também ndo foram observadas diferengas estatisticas entre as



51

médias dos grupos OVX e intactas. As medianas também sdo apresentadas (OVX: 5,2
- 8,3 ng/ml; Intactas: 4,5 - 9,3 ng/ml) mostrando que seus valores sio muito proximos

dos valores das médias.

Tabela 1: Concentracdes de PRL sérica (ng/ml) em ratas ovariectomizadas e intactas.

1A 58 10 54 34-132 91 045 93 68-114

1B 50 08 52 20-89 73 12 62 58-11

1C 90 23 83 15-196 60 124 45 1,7-133

EP: erro padrdo da média. OVX: ovariectomizadas. Foram utilizados 4-9 animais em
cada grupo. Néo foram observadas diferencas significativas entre os grupos.

3.1.1.2. Niveis séricos de PRL durante o ciclo estral

A determinagdo da concentragdo sérica de PRL em ratas intactas, durante as
diferentes fases do ciclo estral, foi realizada com o intuito de verificar se havia
flutuagOes significativas deste hormonio que pudessem interferir com a comparagio
dos resultados entre ratas intactas e os grupos experimentais. As médias encontradas
em cada fase foram: Proestro manha (PM): 5,68 + 0,69; Proestro tarde (PT): 10,42 +
5,39; Estro (E): 4,84 £ 0,38; Diestro I (DI): 6,37 £ 2,8; Diestro II (DII): 3,92 + 0,29.
Verificou-se que ndo houve diferenga significativa entre as médias das concentragdes
de PRL de cada grupo, embora nas ratas em proestro sacrificadas a tarde haja maior

dispersdo entre os dados. Além disso, verificou-se que ndo existe diferenca
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significativa entre os valores de PRL obtidos em ratas intactas (sem especificagdo da

fase do ciclo estral) e aqueles observados em qualquer fase do ciclo estral.

3.1.2. Peso da hipofise nos grupos controle

Os pesos hipofisarios obtidos nos grupos de ratas ovariectomizadas e intactas
sdo apresentados na Tabela 2.

Considerando os dois experimentos em que o peso hipofisario foi avaliado, a
média do peso da hipofise em ratas ovariectomizadas foi de 9,3 mg e em ratas intactas
variou entre 8,0 £ 0,7 ¢ 10,1 £ 0,5 mg. A variagdo das medianas do peso das hipofises
das ratas OVX foi de 9,2 (6,7 - 11) a 9,4 mg (8,8 - 13,4) enquanto das ratas intactas
foi de 7,7 (6,8 - 9,8) a 9,4 mg (8,1 - 13,4). Ndo houve diferenca significativa entre as

médias dos grupos OVX e intacta nem entre as médias do mesmo grupo.

Tabela 2: Peso da hipofise (mg) em ratas ovariectomizadas e intactas.

1A . 93 L 0,4 - 5 2.‘;( “,6’7;.-\‘1,.1, e .10,“1,“ ‘. 0 i Y

2 >

2B 9,3 0,2 9,4 8,8-9,5 8,0 0,7 1,7 6,8 -9,8

> b4 b4

EP: erro padrio da média. OVX: ovariectomizadas. Foram utilizados 4-10 animais em
cada grupo. Néo foram observadas diferengas significativas entre os grupos.
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3.1.3. Percentual de lactotrofos nos grupos controle

A Figura 2 mostra o percentual de lactotrofos em relagiio ao total de células
contadas, obtido em ratas OVX (17,5 + 0,98) e intactas (23,2 = 0,56). Houve

diminui¢do significativa no percentual de lactotrofos das ratas OVX em relagdo ao

encontrado nas ratas intactas (p<0,05).

35

% de lactotrofos

OVX INT

Figura 2. Percentual de lactotrofos em relag@o ao total de células contadas em ratas
ovariectomizadas (OVX) e ratas intactas (INT). Numero de animais: 4 para cada

grupo. As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrio da média.

*p< 0,05 em relac@o as intactas.
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3.2 EFEITOS DO BENZOATO DE ESTRADIOL NOS NiVEIS DE PRL

SERICA, PESO HIPOFISARIO E PERCENTUAL DE LACTOTROFOS

3.2.1. Niveis séricos de PRL nos grupos tratades com BE

A etapa seguinte consistiu em determinar as concentragdes de PRL sérica em
ratas tratadas com benzoato de estradiol (50 ou 300 pg) por diferentes tempos de
observagdo, em comparagdo com um grupo controle de ratas intactas. A Tabela 3
mostra que, exceto em relagio ao grupo que recebeu 50 ug/2 semanas, 0s outros
grupos que receberam BE, 50 ou 300 pg/semana, alcangaram niveis de PRL sérica
significativamente maiores do que os das ratas intactas, em todos os tempos

examinados.

Tabela 3: Niveis de PRL sérica em ratas tratadas com E50 ou E300 durante 2, 4 ou

10 semanas.

Intacta 9,1+ 0,45(9)
2 semanas 25,3+ 8,8 (8)
E 50 4 semanas 61,0 £ 18,8 (6)*
10 semanas 83,624 (8)*
2 semanas 166,2 +39,3 (7)*
E 300 4 semanas 115,8 +23,6 (8)*
10 semanas 100,6 £ 21,9 (8)*

O namero de animais usado em cada tratamento € indicado entre parénteses. ESO:
benzoato de estradiol 50 pg/semana/rata; E300: benzoato de estradiol 300
ug/semana/rata. *p < 0,05 em relagdo ao grupo de ratas intactas.
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3.2.2 Peso da hipofise nos grupos tratados com BE

O mesmo experimento permitiu avaliar e comparar o peso hipofisario entre os
grupos. Como pode ser observado na Tabela 4, entre os grupos de ratas que
receberam 50 pg de benzoato de estradiol (E50), apenas aquele com tratamento
prolongado (10 semanas) apresentou aumento significativo do peso da hipéfise. Por
outro lado, as ratas que receberam a dose mais elevada de benzoato de estradiol (300
ug) tiveram aumento estatisticamente significativo do peso da hipéfise ja a partir de 2

semanas de tratamento.

Tabela 4: Peso da hipofise em diferentes tratamentos com BE.

Intacta 10,1 £ 0,5 (9)
2 semanas 10,2+ 0,4 (8)
E 50 4 semanas 11,3 £0,5(5)
10 semanas 13,8 £ 0,7 (10)*
2 semanas 13,5+0,9 (8)*
E 300 4 semanas 15,1 £0,5 (8)*
10 semanas 14,2 + 0,8 (6)*

Entre parénteses: numero de animais de cada tratamento. ESO: benzoato de estradiol
50 ug/semana; E300: benzoato de estradiol 300 pg/semana. *p< 0,05 em relacio ao
grupo de ratas intactas.
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3.2.3. Percentual de lactotrofos nos diferentes tratamentos com BE

A Figura 3 mostra o percentual de lactotrofos (numero de lactotrofos/total de
células contadas x 100) nos diferentes grupos tratados com E50 (Figura 3A) ou E300
(Figura 3B) em relag@o as ratas intactas.

O percentual de lactotrofos das ratas que receberam ES0 foi semelhante ao das
ratas intactas em todos os tempos testados (2, 4 e 10 semanas). J& nos grupos
tratados com E300, o nimero de lactotrofos foi significativamente maior do que o das
ratas intactas, tanto com 2 € 4 como com 10 semanas de tratamento. Todos os
tratamentos com BE induziram aumento significativo no niimero de lactotrofos

quando comparados com o grupo de ratas ovariectomizadas.

3.3 EFEITOS DA BROMOCRIPTINA ASSOCIADA AO BE SOBRE OS
NIVEIS DE PRL SERICA, PESO HIPOFISARIO E PERCENTUAL DE

LACTOTROFOS

Dispondo dos dados obtidos com diferentes esquemas de administragio de
benzoato de estradiol, nesta etapa do trabalho procurou-se determinar os efeitos da
BCP associada ao tratamento com BE sobre a concentragio de PRL sérica, peso da

hipéfise e percentual de lactotrofos.
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Figura 3. Percentual de lactotrofos nos diferentes grupos tratados com benzoato de
estradiol. O nimero de animais de cada experimento € indicado entre parénteses. A:
50 pg/semana (E50); B: 300 pg/semana (E300); OVX: ratas ovariectomizadas. *p<

0,05 em relagdo a intacta; b: p< 0,05 em relagdo a todos os grupos.
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3.3.1 Niveis séricos de PRL nos grupos tratados com BCP associada ao

tratamento com BE

3.3.1.1. Concentragdo sérica de PRL nos grupos tratados com BCP associada ao

tratamento com E50

Conforme mencionado em material e métodos, a adicio de BCP ao tratamento
com BE foi realizada durante 5 ou 12 dias. Como pode ser observado na Tabela 5, os
niveis séricos de PRL do grupo que recebeu E50 por 2 semanas e BCP (0,6 mg) nos
ultimos 5 dias ndo foram diferentes significativamente do grupo controle (E50 +
veiculo), embora o percentual de redugio da concentragdo de PRL do grupo tratado
com BCP em relagdo ao que recebeu veiculo tenha sido de 61 %. Ja o grupo tratado
por 4 semanas com E50 e que recebeu BCP durante os dltimos 12 dias mostrou
diminui¢do significativa nas concentragdes de PRL sérica em relagdo ao grupo que
recebeu E50 e veiculo aquoso. Neste esquema de tratamento houve 78 % de reducio

nos niveis séricos de PRL.

Tabela 5: Concentragdo sérica de PRL nos grupos tratados com BCP (0,6 mg)

associada ao tratamento com E50.

2 semanas 5 dias 253+88(8) 9.8+ 16(8) 161%

4 semanas 12 dias 61,0 £ 18,8 (6) 13,5+ 1,7 (5)* 378 %

Entre parénteses: nimero de animais de cada grupo. E50: Benzoato de estradiol 50
pg/semana, BCP: Bromocriptina; V: Veiculo; *p<0,05 em relagdo ao grupo tratado
com ESO+ V.
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3.3.1.2. Niveis de PRL sérica nos grupos tratados com BCP associada a E300

Na Tabela 6 sdo apresentados os valores de PRL sérica obtidos em ratas
tratadas com E300 por tempo curto, intermediario ou prolongado (2, 4 ou 10
semanas) associado com BCP (0,6 ou 0,05 mg) nos ultimos 12 dias de tratamento.
Em todos os tempos estudados a BCP, na dose de 0,6 mg, diminuiu
significativamente 0s valores de PRL sérica quando comparados com os grupos
tratados com E300 + veiculo. Além disso, pode ser observado que o percentual de
redugdo dos niveis de PRL nestes grupos tratados com a dose maior de BCP foi de 88
a 92 %. Apenas o grupo que recebeu uma dose mais baixa de BCP (0,05 mg) ndo
apresentou diferenga significativa quando comparado ao grupo tratado apenas com
E300, embora o percentual de redugdo tenha sido de 58,4%. Verificou-se uma
resposta dependente da dose de BCP nas ratas tratadas com E300 por 10 semanas,
evidenciada pela diferenga estatistica observada entre os grupos tratados com 0,05 e

0,6 mg de BCP.

Tabela 6: Niveis de PRL sérica nos grupos tratados com BCP (0,6 ou 0,05 mg/rata)

associada a E300.

2 semanas 12dias 1662 +393(7) 263 +4,3 (6)* 185%

4 semanas  12dias 1158 +£23,6(8) 25,6 £2,7 (8)* J88%

10 semanas 12 dias  100,6 +21,9(8) 42,0 +12 (5)* 1584 %
7,9 2,7 (10) °* v 92 %

O nimero de animais usado em cada tratamento € indicado entre parénteses. E300:
300 pg/semana; V: veiculo; a: BCP 0,05 mg; b: BCP 0,6 mg; *p<0,05 em relagdo ao
grupo tratado com E300 + V. c¢: p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com BCP 0,6

mg.
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3.3.2. Efeitos da BCP associada ao BE sobre o peso da hipofise

Os efeitos do tratamento com BCP (0,6 mg) sobre o peso hipofisario nos
grupos tratados com BE, 50 e 300 pg/semana, sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8,
respectivamente. O grupo que recebeu BCP nos dltimos 5 dias de tratamento com
E50 por 2 semanas mostrou redugdo de 13,4 % do peso da hipdfise em relagdo ao
grupo que recebeu E50 + veiculo, mas essa redugdo ndo foi estatisticamente
significativa. A BCP (0,6 mg), administrada durante 12 dias, diminuiu o peso da
hipofise em todos os outros grupos. O percentual de redugdo do peso hipofisario
variou de 17,6 a 31,2 %. O efeito da BCP sobre o peso da hipéfise de ratas tratadas

com E300 por 10 semanas foi dependente da dose.

Tabela 7: Efeitos da BCP (0,6 mg) associada a E50 sobre o peso da hipofise.

2 semanas 5 dias 102+04(8) 88+0,4(7) 113,4%
4 semanas 12 dias 11,3+0,5(5) 8,1+12(5)* 328%

Entre parénteses: nimero de animais. E50: Benzoato de estradiol 50 pg/semana; V:
Veiculo; BCP: Bromocriptina; *p<0,05 em relag@o ao grupo tratado com E5S0 + V.

Tabela 8: Efeitos da BCP (0,6 mg) associada ao E300 sobre o peso da hipdfise.

2semanas  12dias  135+09(8) 93+04(8)*  4312%
4 semanas  12dias  15,1+0,5(8) 10,7 0,6 (8)* l 29.2 %

10 semanas 12 dias 142+0,8(6) 14,8+0,9(5*
11,7 40,7 (6)** 3 17,6%

Entre parénteses: nimero de animais; E300: Benzoato de estradiol 300ug/semana; V:
Veiculo, BCP: Bromocriptina; a: BCP 0,05 mg; b: BCP 0,6 mg; *p<0,05 em relagdo
ao grupo tratado com E300 + V. ¢: p<0,05 em relag@o ao grupo tratado com BCP 0,6
mg.
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3.3.3. Percentual de lactotrofos em hipofises de ratas tratadas com BCP

associada ao BE

A Figura 4 mostra os percentuais de lactotrofos (niimero de lactotrofos/total
de células contadas x 100) dos grupos tratados com BCP (0,6 mg/dose) nos altimos 5
ou 12 dias de tratamento com E50 durante 2 (Figura 4A) ou 4 semanas (Figura 4B).
Na Figura 5 sfo apresentados os percentuais de lactotrofos dos grupos que receberam
BCP asociada com E300 por 2 e 4 semanas (Figura 5A e 5B). Observa-se que,
quando a BCP foi associada a uma dose menor de BE (50 ug), ndo houve diferenga
significativa no percentual de lactotrofos dos grupos tratados com BCP em relagdo
aos grupos tratados com ES50 + veiculo. Por outro lado, nos grupos que foram
tratados com E300 a BCP diminuiu significativamente o nimero de lactotrofos. Com
o tratamento por 2 semanas (Figura 5A), o percentual de lactotrofos no grupo tratado
com BCP foi semelhante ao verificado no grupo de ratas intactas.

As Figuras 6 e 7 mostram os cortes das hipofises coradas pela técnica de
imunohistoquimica dos grupos de ratas intactas (Figura 6A) e dos que foram tratados,
durante 2 semanas, com E50 (Figura 6B) e E300 isolado (Figura 7A) ou associado a
BCP (Figura 7B). Observa-se claramente que o tratamento com E50 ndo determinou
alteragdes no numero de células coradas em relagdo ao grupo de ratas intactas, que
recebeu apenas veiculo. Por outro lado, a dose de 300/pg, administrada por apenas 2
semanas, promoveu um aumento no nimero de células coradas em relagdo as intactas

e a adi¢do da BCP ao E300 nos tltimos 12 dias reduziu esse numero.
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Figura 4. Efeito da bromocriptina associada a E50 sobre o percentual de lactotrofos.
Numero de animais: 4-6 em cada grupo. E50: 50 pug/semana de BE + Veiculo; BCP:
Bromocriptina (0,6 mg/rata); A: 2 semanas de E50 + 5 dias de BCP; B: 4 semanas de

E50 + 12 dias de BCP. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos em A ou B.
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Figura 5. Efeito da bromocriptina associada a E300 sobre o percentual de lactotrofos.
Numero de animais: 2-4 em cada grupo. E300: 300 pg/semana de BE + Veiculo;
BCP: Bromocriptina (0,6 mg/rata); A: 2 semanas de E300 + 12 dias de BCP; B: 4
semanas de E300 + 12 dias de BCP. * p< 0,05 em relagdo a intacta. a: p< 0,05 em

relagdo ao E300 + veiculo.
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- Figura 6. Cortes hipofisarios de rata intacta (A) ou tratada-com E50 durante 2
semanas (B). Os cortes foram corados com hematoxilina e submetidos a coloragio
imunohistoquimica pelo método avidina-biotina-peroxidase. A cor marrom representa

as células imunorreativas a PRL. Objetiva: 40 aumentos.
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Figura 7. Cortes hipofisarios de ratas tratadas com E300 durante 2 semanas + veiculo
(A) ou BCP nos ultimos 12 dias (B). Os cortes foram corados com hematoxilina e
submetidos a coloragdo imunohistoquimica pelo método avidina-biotina-peroxidase.

Objetiva: 40 aumentos. A cor marrom representa as células imunorreativas a PRL.
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3.4. EFEITOS DO ACETATO DE NORETISTERONA ASSOCIADO AO
TRATAMENTO COM BE SOBRE OS NiVEIS DE PRL SERICA, PESO

HIPOFISARIO E PERCENTUAL DE LACTOTROFOS

Estabelecidos os parametros do modelo experimental, procurou-se avaliar os
efeitos do acetato de noretisterona (NA) associado ao tratamento com BE sobre a

concentra¢do de PRL sérica, peso da hipofise e percentual de lactotrofos.

3.4.1. Niveis séricos de PRL nos grupos tratados com NA associado ao

tratamento com BE

3.4.1.1. Efeitos do NA associado ao tratamento com E50 sobre os niveis de PRL

sérica

A Tabela 9 mostra as concentragdes de PRL sérica dos grupos que receberam
0,5 mg de acetato de noretisterona (NA) nos ultimos 5 ou 12 dias de tratamento com
E50. Observa-se que os niveis de PRL ndo foram estatisticamente diferentes entre os
grupos tratados com E50 + NA e os que receberam E50 + veiculo, nos dois tempos
de tratamento estudados. No entanto, houve uma redu¢do de 49% nos niveis de PRL

quando o NA foi administrado por 12 dias.
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Tabela 9: Efeito do NA (0,5 mg) associado ao tratamento com ES50 sobre os niveis de

PRL sérica.

2 semanas 5dias 25,3 +8,8(8) 18,5+4.2(8) $27%
4 semanas 12 dias 61,0+188(6)  30,7+8,8(8) 4 49%

Entre parénteses: numero de animais. E50: Benzoato de estradiol 50 pg/semana; V:
veiculo; NA: Acetato de noretisterona. Ndo houve diferenca significativa entre os
grupos ESO + NA e E50 + V, tratados por 2 ou 4 semanas.

3.4.1.2. Niveis de PRL sérica nos grupos tratados com NA associado a E300

Os efeitos do NA (0,5 ou 0,1 mg/rata) associado ao tratamento com E300
sobre a PRL sérica sdo apresentados na Tabela 10. O tratamento com NA nos Gltimos
12 dias de tratamento com E300 por duas e quatro semanas ndo provocou alteragdes
significativas nos niveis séricos de PRL, embora tenha havido uma tendéncia de
redugdo de 31-40%. O tratamento com a dose de 0,1 mg de NA associado com E300
por 10 semanas diminuiu significativamente as concentra¢des de PRL sérica quando

comparado com E300 + veiculo.

Tabela 10: Efeito da associacdo de NA ao tratamento com E300 sobre a concentrago

de PRL sérica.

2 semanas 12dias  166,2+393(7) 99,9+153 (8)° J40%
4 semanas  12dias  1158+23,6(8) 79,6 +69 (8)° $31%
10 semanas 12 dias  100,6 £21,9(8) 34,5 + 10,5 (10)"* 3 66 %

O ntimero de animais usado em cada tratamento é indicado entre parénteses. E300:
Benzoato de estradiol 300 pg/semana; V: Veiculo; NA: Acetato de noretisterona; a:
NA 0,5 mg; b: NA 0,1 mg; *p<0,05 em relagdo ao grupo E 300 + V.
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3.4.2. Peso da hipofise nos grupos tratados com NA associado ao BE

3.4.2.1. Efeitos no peso da hipdfise do NA associado ao E50

Na Tabela 11 sdo apresentados os efeitos da associagdo de NA (0,5 mg/dose)
ao tratamento com E50 sobre o peso da hipofise. Essa associagdo ndo alterou
significativamente o peso hipofisario em relagdo ao grupo tratado com E50 + veiculo,
sendo que o percentual de redugdo foi de 7,4% no grupo tratado por 5 dias com NA

enquanto no grupo tratado por 12 dias o peso da hipéfise diminuiu 16,8 %.

Tabela 11: Peso da hipofise nos grupos tratados com NA (0,5 mg ) associado ao E50.

2 semanas 5 dias 10,2 +0,4 (8) H’9,44 +0,4 (9) ¢7,45%
4 semanas  12dias  11,3+0,5(5)  9,4+0,5(8) 416,8%

Entre parénteses: nimero de animais. ESO: Benzoato de estradiol 50 pg/semana; V:
Veiculo; NA: Acetato de noretisterona. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos ES0 + NA e E50 +V, tratados por 2 ou 4 semanas.

3.4.2.2. Efeitos do NA associado ao tratamento com E300 sobre o peso da hipdfise

A Tabela 12 mostra o peso da hipéfise dos grupos tratados com E 300 durante
2, 4 ou 10 semanas associado ao NA nos tltimos 12 dias. Observa-se que a dose de
0,5 mg de NA provocou uma redugdo significativa do peso hipofisario, em todos os

tempos estudados. No grupo tratado com 0,1 mg de NA associado ao tratamento por
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10 semanas com E300 o peso da hipofise ndo foi diferente estatisticamente do grupo

E 300 + veiculo, mostrando um percentual de redugéo de 4 %.

Tabela 12: Peso da hipofise nos grupos tratados com NA (0,5 ou 0,1 mg), associado

ao tratamento com E300.

2 semanas 12 dias 13,5+ 0,9 (8) 10,7+0,5(8) 320,7 %
4 semanas 12 dias 15,1£0,5(8) 12+0,88 (8)** 420,5 %
10 semanas 12 dias 142+08(6) 13,54+0,9(5)" 3 4%

Entre parénteses: nimero de animais de cada tratamento. E300: Benzoato de estradiol
300 pg/semana; V: Veiculo; NA: Acetato de noretisterona; a: NA 0,5 mg/rata; b: NA
0,1 mg/rata. * p<0,05 em relagdo ao grupo tratado com E300 + V.

3.4.3 Percentual de lactotrofos em ratas tratadas com NA associado ao BE

Os efeitos no percentual de lactotrofos observados com a associagio de NA
(0,5 ou 0,1 mg) ao tratamento com E50 ou E300 sdo apresentados nas Figuras 8 € 9,
respectivamente. Ndo houve diferenga significativa no percentual de lactotrofos dos
grupos tratados com NA associado com a dose mais baixa de BE (50 ug /semana) em
relagdo aos grupos tratados com E50 + veiculo (Figura 8, A e B). Dos grupos que
receberam E300 (Figura 9, A e B), os grupos tratados por 2 € 4 semanas mostraram
reducdo significativa no percentual de lactotrofos quando o NA (0,5 mg) foi
associado nos ultimos 12 dias de tratamento. No grupo tratado com NA associado
com E300 por 2 semanas, o percentual de lactotrofos nio diferiu significativamente

daquele verificado nas ratas intactas. O grupo tratado com E300 por 10 semanas
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Figura 8. Efeito do NA associado a E50 sobre o percentual de lactotrofos. Numero de
animais: 4-5 em cada grupo. E50: 50 pg/semana de BE + Veiculo; NA: Acetato de
noretisterona (0,5 mg); A: 2 semanas de ESO + 5 dias de NA; B: 4 semanas de E50 +

12 dias de NA. Néo houve diferenca estatistica entre os grupos A ou B.
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Figura 9. Efeito do NA associado a E300 sobre o percentual de lactotrofos. Nimero
de animais: 2-6 em cada grupo. E300: 300 pg/semana de BE + Veiculo; NA: Acetato
de noretisterona; A: 2 semanas de E300 + 12 dias de NA (0,5 mg); B: 4 semanas de
E300 + 12 dias de NA (0,5 mg); C: 10 semanas de E300 + 12 dias de NA (0,1 mg). *

p<0,05 em relag@o a intacta. a: p<0,05 em relagdo ao E300 + veiculo.
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(Figura 9C) nfo apresentou diferenca significativa no percentual de lactotrofos

quando o NA foi associado na dose de 0,1 mg/rata.

3.5 EFEITOS DA ASSOCIACAO DO TAMOXIFENO ISOLADO OU
ASSOCIADO AO NA OU A BCP SOBRE OS NIVEIS DE PRL SERICA,

PESO DA HIPOFISE E PERCENTUAL DE LACTOTROFOS

Partindo de resultados obtidos anteriormente neste laboratorio, que
demonstraram que o0 TAM na dose de 120 pg ndo reduzia significativamente os niveis
de PRL sérica e o percentual de lactotrofos quando associado ao tratamento
prolongado com E300, nesta fase do trabalho pretendeu-se avaliar o efeito da

associagdo de doses menores de TAM, com NA e BCP também em doses baixas.

3.5.1 Efeitos do TAM e do NA associados ao tratamento prolongado com BE

3.5.1.1 Efeitos das associagcées de TAM e NA sobre a PRL sérica

A Figura 10 mostra o efeito das associagdes de TAM, nas doses de 20 ou 60
pg, ¢ NA (0,1 mg) sobre os niveis séricos de PRL em ratas tratadas com E300
durante 10 semanas. Observa-se que as duas doses de tamoxifeno testadas n3o
modificaram os niveis de PRL sérica em relagdo ao grupo tratado com E300 +
veiculo. A associagdo dessas mesmas doses com NA provocou uma reducdo da PRL
sérica que ndo foi estatisticamente significativa. Houve diferenga significativa no
grupo tratado com NA em relagdo ao E300, conforme mostrado anteriormente, e em

relagdo ao TAM (20 e 60 nug).
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Figura 10. Efeitos do tamoxifeno associado ao NA sobre a PRL sérica. E: Benzoato
de estradiol (300pg/semana); NA: Acetato de noretisterona (0,1 mg); T2:
Tamoxifeno, 20 pg; T6: Tamoxifeno, 60 pg; NA + T2: Acetato de noretisterona e
Tamoxifeno 20 pg; NA + T6: Acetato de noretisterona e Tamoxifeno 60 pg. Entre
parénteses ¢ indicado o nimero de animais de cada tratamento. As barras representam
as médias e as linhas verticais o erro padrdo da média. *p<0,05 em relagdo a E, T2 e

Té6.
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3.5.1.2 Efeitos das associacdes de TAM e NA sobre o peso da hipdfise

Os efeitos das associagdes de TAM (20 ou 60 ng) com NA (0,1 mg) sobre a
peso da hipofise de ratas tratadas com E300 durante 10 semanas s@o apresentados na
Figura 11. Observa-se que ndo houve diferenca significativa entre os grupos quanto as

médias dos pesos hipofisarios.

3.5.2 Efeitos do TAM e da BCP associados ao tratamento prolongado com BE

3.5.2.1 Efeitos da associagdo de TAM com BCP sobre a PRL sérica

A Figura 12 mostra os efeitos da associagdo de BCP (0,05 mg) ao tamoxifeno,
nas doses de 20 ou 60 ug, sobre os niveis séricos de PRL de ratas tratadas com E300

durante 10 semanas. Ndo houve diferenga significativa entre os grupos estudados.

3.5.2.2 Efeitos da associacdo de TAM com BCP sobre o peso hipofisdrio

A Figura 13 mostra os efeitos da associagdo de TAM (20 ou 60 pg) com BCP
(0,05 mg) sobre a peso da hipofise de ratas tratadas com E300 durante 10 semanas.
Estas associagdes ndo alteraram significativamente o peso da hipofise, quando

comparadas ao grupo de ratas tratadas apenas com E300.
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Figura 11. Efeitos do TAM associado ao NA 0,1 mg sobre o peso da hipofise. E:
Benzoato de estradiol (300pg/semana); NA: Acetato de noretisterona (0,1 mg), T2:
Tamoxifeno, 20 pg; T6: Tamoxifeno, 60 pg; NA + T2: Acetato de noretisterona e
Tamoxifeno 20 pg; NA + T6: Acetato de noretisterona e Tamoxifeno 60 pg. Numero
de animais: 4-5 em cada grupo. As barras representam as médias e as linhas verticais

o erro padrdo da média. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 12. Efeitos da associagdo de TAM com BCP sobre a PRL sérica. E: Benzoato
de estradiol (300ug/semana);, B: Bromocriptina (0,05 mg); T2: Tamoxifeno, 20 ug;
T6: Tamoxifeno, 60 pug, B + T2: Bromocriptina e Tamoxifeno 20 pg; B + T6:
Bromocriptina e Tamoxifeno 60 ug. Entre parénteses € indicado o numero de animais.
As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrio da média. Néo

houve diferenca significativa entre os grupos.
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Figura 13. Efeitos da associagdo de TAM e BCP sobre o peso hipofisario. E:
Benzoato de estradiol (300pg/semana), B: Bromocriptina (0,05 mg), T2:
Tamoxifeno, 20 pg; T6: Tamoxifeno, 60 ug; B + T2: Bromocriptina e Tamoxifeno 20
ug; B + T6: Bromocriptina e Tamoxifeno 60 pg. Numero de animais: 4-5 em cada
grupo. As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo da média.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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3.5.3 Percentual de lactotrofos dos grupos tratados com as associacoes de TAM

com BCP e NA

Na Tabela 13 s3o apresentadas as médias dos percentuais de lactotrofos
obtidos em hipofises de ratas tratadas durante 10 semanas com E300 e nos ultimos 12
dias com tamoxifeno (20 ou 60 pg), BCP (0,05 mg), NA (0,1 mg) e as associagdes de
TAM com NA e BCP. Observa-se, que os valores encontrados sdo muito proximos
entre si. Verificou-se uma redugfo significativa no grupo TAM 20 + NA em relagéo

aos grupos E300, NA, TAMZ20 e intactas.

Tabela 13: Percentual de lactotrofos na hipofise de ratas tratadas com as associagdes

de TAM com NA e BCP.

Intactas 23,2+ 0,56 (4)
E300 27,4+£19 (2)
BCP 21,55 40,25 (2)
NA 25,7+0,9(2)
TAM 20 25,5+£1,27(2)
TAM 60 24,7+ 1,9(2)
TAM 20 + NA 18,9+ 0,6 (2)*
TAM 60 + NA 25,45 £2,05 (2)
TAM 20 + BCP 21,9+ 0,6 (2)
TAM 60 + BCP 20,8+ 1(2)

Entre parénteses esta indicado o nimero de animais de cada grupo. E300: Benzoato
de estradiol 300 pg/semana + veiculo; BCP: Bromocriptina (0,05 mg); NA: Acetato
de noretisterona (0,1 mg); TAM 20: Tamoxifeno 20 ug; TAM 60: Tamoxifeno 60 pg.
* p<0,05 em relacdo as intactas, E300, NA e TAM 20. Todos os grupos foram
tratados com E300 durante 10 semanas e nos ultimos 12 dias receberam os demais
farmacos ou veiculo (intactas).
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4. DISCUSSAO

No contexto da proposta central deste trabalho de estabelecer um modelo
adequado para estudar as interagdes entre o estradiol e o controle da secre¢do de PRL
em ratas hiperprolactinémicas, foi importante determinar valores de referéncia dos
animais dos grupos controle para as variaveis estudadas, ou seja, niveis de prolactina
sérica, peso da hipofise e percentual de lactotrofos. No modelo experimental utilizado
neste trabalho, as ratas foram ovariectomizadas e tornadas hiperprolactinémicas por
inducdo com estradiol.

No que se refere aos niveis de PRL sérica das ratas ovariectomizadas, a
comparagdo entre os dados obtidos em experimentos repetidos em trés momentos
distintos mostrou a reprodutibilidade do modelo, uma vez que as médias das ratas
ovariectomizadas ndo diferiram significativamente entre os experimentos. Os dados
apresentados aqui estdo de acordo com varios autores: Milenkovic et al. (1986) e
Oliveira et al. (1993), encontraram 9,9 ng/ml e 3,52 = 0,61 ng/ ml de prolactina
s€rica, respectivamente, em ratas Wistar ovariectomizadas, ¢ Pilotte et al. (1984)
apresentaram como controle ratas Sprague-Dawley ovariectomizadas, com 3 + 0,6

ng/ml de prolactina sérica.
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Como a PRL ¢ sabidamente luteotrofica em roedores, a maioria dos autores
utiliza como controle ratas ovariectomizadas, ou ratas intactas com a especificacdo da
fase do ciclo estral em que as mesmas se encontram. De Léan et al. (1977) usaram
como controle ratas intactas com valores de PRL sérica semelhantes aos encontrados
neste trabalho. Apesar de varios relatos descritos na literatura indicarem a pouca
variagdo da PRL durante o ciclo estral, houve a preocupago de avaliar a variag@o nas
concentracdes de PRL sérica durante as fases do ciclo estral e, nas condi¢Oes
experimentais do laboratorio, se essa variagio seria significativa em relagdo as ratas
intactas usadas como controle, sem avaliagdo da fase do ciclo estral. Constatou-se
que ndo houve diferenca significativa entre as médias da coﬁcentrag:ﬁo de PRL nas
diferentes fases do ciclo, embora nas ratas em proestro sacrificadas a tarde a dispersdo
tenha sido maior. Os niveis séricos de PRL permanecem constantes e baixos durante o
ciclo estral exceto na tarde de proestro (BLAKE et al, 1972; NEILL, 1970;
LAFUENTE et al., 1993). A liberagdo de estradiol aumenta durante o proestro a
tarde e durante o estro, relacionando-se com o aumento paralelo da PRL nessas fases
(BEN-JONATHAN, 1985). O turnover de dopamina (DA) na eminéncia mediana e a
concentracdo de DA portal so mais baixos no proestro em relagdo as outras fases e
esta € inversamente relacionada com as concentra¢des de PRL‘plasmética (BEN-
JONATHAN et al., 1977). Além disso, os niveis séricos de PRL de ratas intactas ndo
foram diferentes daqueles encontrados em ratas sacrificadas em qualquer fase do ciclo
estral. Por essa razdo, os experimentos do presente trabalho sempre foram realizados
pela manhd e para evitar que a manipulagdo do animal necessaria para coleta do
esfregaco interferisse nos niveis de PRL sérica, as ratas intactas foram sacrificadas

sem observagdo da fase do ciclo.
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Em relagio ao peso da hipofise anterior, os dados também foram
reprodutiveis, tanto em ratas OVX como em intactas. Os resultados descritos no
presente trabalho sdo semelhantes aos obtidos por outros autores utilizando diferentes
desenhos experimentais. El Azouzi et al. (1990), trabalhando com ratas Fischer 344,
referem o peso total da hipofise como 13,0 = 1,0 mg apds 30 dias de ovariectomia.
Experimentos com ratas Sprague-Dawley, ap6s uma semana de castrag@o, mostraram
12,2 + 0,4 mg de peso total da hipofise (CHEN & MEITES, 1970). Outros autores
relatam pesos semelhantes em ratas ovariectomizadas, variando de 7 a 13 mg
(BLAKE et al., 1972; LU et al., 1971; ELIAS & WEINER, 1984; SARKAR et al,
1982). Lloyd e Landefeld (1986) usaram como controles ratas Wistar intactas com
hipofises pesando 7,9 mg, enquanto Yamamoto et al. (1986) apresentaram o peso
hipofisario dos controles intactos como 8,6 mg. OLIVEIRA (1993a) ndo observou
diferenca significativa entre o peso da hipofise de ratas OVX (7,4 £ 0,65) e intactas
(7,15 £ 0,67).

Os resultados deste trabalho mostram que houve diminuigio significativa no
percentual de lactotrofos das ratas OVX em relagdo ao niamero encontrado nas ratas
intactas. Os percentuais apresentados sdo coerentes com os encontrados por outros
autores, tanto em ratas ovariectomizadas (SAKUMA et al., 1984) como em ratas
intactas (TAKAHASHI & KAWASHIMA, 1982). Por outro lado, Lloyd e Landefeld
(1986) encontraram em ratas intactas%um percentual de lactotrofos um pouco mais
alto do que os referidos no presente trabatho. Ibrahim et al. (1986) demonstraram que
a percentagem de células imunorreativas a PRL em fémeas diminuiu para niveis
similares aos de machos apos 30 dias de castracio‘ Takahashi et al. (1984) mostraram

redugdo da atividade mitotica em ratas ovariectomizadas em relacdo aos controles. A
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castragdo também diminui o tamanho das células imunorreativas 8 PRL e dos granulos
secretorios (OSAMURA et al., 1982; GERSTEN & BAKER, 1970).

Considerando o grande numero de animais necessario para o desenvolvimento
do modelo experimental proposto e a boa reprodutibilidade das variaveis estudadas,
foram utilizados os mesmos valores de referéncia para os grupos controle (ratas OVX
e intactas) para fins de comparagio com os dados obtidos nos demais grupos
experimentais. Por outro lado, nas comparagdes efetuadas com os dados obtidos nos
diferentes tratamentos, optou-se por utilizar ratas intactas como grupo controle uma
vez que as mesmas representam mais fielmente o padrédo fisiologico. As ratas OVX,
embora tenham apresentado valores de PRL sérica e peso hipofisario semelhantes aos
do grupo de ratas intactas, representam uma condic@o ndo fisiologica de deplegio de
estrogénio, como fica evidenciado pelos valores significativamente mais baixos do
percentual de lactotrofos em relagdo as ratas intactas.

O estradiol € um importante regulador fisiologico da secre¢do de PRL. Varios
autores demonstraram que o tratamento de ratas OVX com estradiol resulta em
aumento da sintese e da secre¢io de PRL (LAWSON et al, 1993; MAURER,
1982a), além de aumento no tamanho e numero de lactotrofos (LLOYD, 1983).
Utilizando hibridizagdo in sifu e imunohistoquimica, Yamamoto et al. (1986)
descreveram que o tratamento estrogénico prolongado nio s6 aumenta a prolifera¢do
de células produtoras de PRL como estimula o acimulo de mRNA da PRL em cada
célula. Foi observado aumento da sintese de DNA na hipéfise ¢ de mRNA da PRL
apos 24 e 48 horas da injegdo de estradiol, respectivamente (TSUKAHARA et al.,

1994).
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No modelo experimental utilizado neste trabalho, o efeito estimulatorio do
estradiol sobre a secre¢do de PRL foi demonstrado em todos os tempos examinados,
quando foi usada a dose mais alta (300ug/semana). A dose mais baixa, 50 pg/semana,
também aumentou os niveis séricos de PRL quando o tratamento foi realizado durante
4 ou 10 semanas. O tratamento durante 2 semanas com essa dose ndo aumentou
significativamente a PRL sérica quando comparado com os niveis séricos de PRL das
ratas intactas. Spritzer et al. (1995) descreveram aumento significativo da PRL sérica
em ratas submetidas ao tratamento com E50 por 2 semanas em comparagdo com
animais ovariectomizados. A diferenga entre esses resultados ocorreu, provavelmente,
porque o estimulo estrogénico foi fraco, em termos de dose e tempo, gerando
respostas limitrofes. Esses resultados confirmam dados da literatura que demonstram
que o efeito do estrogénio sobre a PRL sérica é dependente da dose, do tempo de
administragdo e da suscetibilidade da cepa (CHEN & MEITES 1970). Murai e Ben-
Jonhatan (1990) demostraram que a inje¢do de 17Pestradiol, em ratas Wistar
ovariectomizadas, aumentou 5-6 vezes os niveis de PRL alcan¢ando um maéaximo aos
180 minutos. O tratamento de ratas F344 com dietilestilbestrol (DES) durante 3, 9 e
12 semanas mostrou aumento da PRL sérica dependente da duragdo do tratamento
(LLOYD, 1983). Maurer e Gorski (1977) mostraram aumento da sintese de PRL
apos 3-7 dias de tratamento com estradiol in vivo, em ratas Holtzman.

Experimentos realizados in vitro também demonstraram o aumento da
produgdo de PRL, dependente da dose de estradiol, tanto em culturas primarias de
lactotrofos de hipofises normais (LIEBERMAN et al., 1978), como em cultura de

células provenientes de tumor hipofisario (HAUG & GAUTVIK, 1976).
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A administragio prolongada de estrogénios leva a hiperplasia €
desenvolvimento de tumores em ratas de cepas suscetiveis (LLOYD, 1983; WELSCH
et al., 1971, WILKLUND et al, 1981). A formagdo de adenoma também ¢
dependente da dose e duragdo do tratamento. Chen e Meites (1970) mostraram
aumento da PRL hipofisaria e do peso da hipofise, dependentes da dose, usando BE
durante 6 dias. Gottschall et al. (1986) mostraram aumento significativo do peso da
hipofise anterior apds 4 semanas de tratamento com 6 mg de 17festradiol em ratas
F344. Wilklund et al. (1981) descreveram aumento do peso da hipofise dependente da
dose (0,1 a 2,5 mg) apds 8 semanas de tratamento com DES em ratas F344, enquanto
em ratas Holtzman ndo houve esse aumento. Tatar et al. (1991) relataram aumento do
peso da hipdfise apos 4, 8 e 16 semanas de tratamento com 2,5 mg/semana de
17Bestradiol e apenas as hipofises de ratas tratadas por 4 semanas mantiveram
caracteristicas normais. Em ratas F344 houve aumento da PRL (40 vezes) e do peso
da hipofise (13 vezes) apos implante de DES por 30 dias, além de hiperplasia dos
lactotrofos (EL-AZOUZI et al., 1990). Esses efeitos foram reversiveis aos 30 dias e
irreversiveis aos 60 dias. Ja em 1975, Lloyd et al. demonstraram aumento da atividade
mitotica e do peso hipofisario apds uma dose de dipropionato de DES. O estimulo
estrogénico induz hipertrofia das células produtoras de PRL, que apresentam maior
numero de granulos secretorios grandes (OSAMURA et al., 1982; GERSTEN &
BAKER, 1970). O tratamento com estradiol ndo s aunienta o percentual como o
numero total de lactotrofos (HU & LAWSON, 1994). Van Nesselrooij et al. (1991)
descreveram aumento progressivo do numero de células imunorreativas a PRL,
alteragdes histopatologicas na hipofise e visualizagdo dessas alteragdes por

ressondncia magnética, a partir de 9 dias de estimulo estrogénico.
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Observou-se, neste trabalho, utilizando a dose mais baixa de BE
(50ug/semana), que o peso da hipofise s6 aumentou significativamente apds 10
semanas de tratamento, embora a PRL sérica ja estivesse aumentada em ratas tratadas
durante 4 semanas. Quando o numero de lactotrofos foi comparado com o do grupo
controle, verificou-se que o tratamento com 50ug/semana nfio provocou alteragdes
proliferativas na hipofise. Utilizando a dose maior de BE (300 pg/semana) houve
aumento significativo do peso da hipofise e do percentual de lactotrofos em todos os
tempos de tratamento estudados. Esses dados indicam que as alteragGes proliferativas
na hipofise s6 se desenvolvem com a dose mais alta de BE ou apds administragio
prolongada da dose mais baixa. No entanto, o aumento dos niveis séricos de PRL
observado em ratas tratadas com a dose de 50 pg/semana durante 4 semanas, sem
alteragdes proliferativas da hipofise, sugere uma hiperprolactinemia “funcional”
induzida por BE (SPRITZER et al, 1996). O estado de “hiperprolactinemia
funcional”, assim como a hiperprolactinemia idiopatica humana, constitui um modelo
para o estudo dos mecanismos neuroendécrinos de regulagdo da secrecdo de PRL
(RIBEIRO et al., 1996).

O desenvolvimento de um modelo onde se estabelegam esquemas de
tratamento que induzam hiperprolactinemia com ou sem alteragdes proliferativas da
hipéfise € de suma importéncia para o estudo das interagdes entre os diversos agentes,
inibidores ou estimuladores, que regulam a liberagdo de PRL. Existem varios modelos
experimentais que tém sido utilizados para a identificagdo dos mecanismos
intracelulares que regulam a sintese e secre¢do de PRL, tanto in vitro como in vivo
(LAMBERTS & MacLEOD, 1990). A investigagio in vivo é bastante diversificada na

literatura, devido a grande variabilidade existente entre os modelos experimentais
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utilizados por cada autor, o que dificulta a comparac@o dos resultados. Como citado
na introdugdo, essa diversidade inclui a utilizagdo de cepas com diferente sensibilidade
a agdo estrogénica, farmacos de diferentes grupos farmacologicos, doses e duragio do
tratamento estrogénico. Além disso, muitos sdo os pardmetros observados como,
peso da hipofise (KAPP & FOX, 1981, ARITA et al, 1990), sintese de DNA
(JACOBI et al., 1977), atividade mitotica (LLOYD et al., 1975; TAKAHASHI et al,,
1984), mRNA de PRL (AMARA et al., 1987, NOGAMI et al., 1985), conteudo de
PRL hipofisaria (MOY & LAWSON, 1992), e transcrigdo do gene da PRL
(MAURER et al., 1990; SCHULL & GORSKI, 1985). O percentual de lactotrofos ¢
um pardmetro pouco estudado, embora tenha sido bem descrito o aumento de células
imunorreativas 4 PRL com o tratamento estrogénico cronico (LLOYD, 1983;
PRYSOR-JONES et al., 1988; LLOYD & LANDEFELD, 1986; YAMAMOTO et
al., 1986). Desta forma, no presente trabalho desenvolveu-se um modelo experimental
de hiperprolactinemia, reprodutivel, que permite avaliar a resposta secretOria dos
lactotrofos ao estimulo estrogénico sem que este provoque alteragdes proliferativas
na hipofise. Embora ndo se possa transpor resultados obtidos em ratos para humanos,
de certa maneira € possivel fazer uma analogia da hiperprolactinemia encontrada neste
modelo experimental e a hiperprolactinemia idiopatica humana.

Ha muitas evidéncias de que a dopamina (DA) secretada pelos neurdnios
tubero-infundibulares e liberada nos vasos porta mantém os lactotrofos sob inibigdo
t(‘)nica,’ sendo amplamente aceito este mecanismo como o regulador fisiologico
primirio da secre¢do de PRL. A DA pode inibir, estimular ou néo produzir efeito na
liberagdo de PRL, dependendo da concentragio de DA usada e a duragio do

tratamento estrogénico a que os animais forem submetidos (PARKER & LAWSON,
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1993). A DA e seus agonistas reduzem a sintese de PRL e o conteudo de mRNA de
PRL na hipofise (DAVIS, et al., 1989; MAURER, 1980). Os estrogénios estimulam a
secre¢do de PRL através de mecanismos diversos, como, por exemplo, aumentando
receptores de TRH na hipofise (De LEAN et al., 1977) ou modulando a liberagdo de
dopamina hipotaldmica nos vasos porta (CRAMER et al., 1979; CASANUEVA et al,,

1982). A incubag@o prévia de células hipofisarias em cultura com estradiol reverteu o

DANNIES, 1980), e o tratamento de ratas F344 com DES reduziu a sintese de DA na
eminéncia mediana e a atividade dos TIDA (MORGAN et al, 1985). Assim, o
estradiol poderia atuar diretamente no hipotalamo mediobasal reduzindo a atividade e
os niveis de mRNA da tirosina hidroxilase (PASQUALINI, et al., 1993; ARBOGAST
& VOOGT, 1993) ou, na hipodfise, reduzindo a capacidade das células secretoras de
PRL de internalizar a dopamina (GUDELSKY et al., 1981). O aumento da
concentragido de DOPAC (metabolito da DA) na eminéncia mediana, apds a
administrag@io de 17 Bestradiol, foi bloqueado pelo anticorpo contra PRL, indicando
que os efeitos estimulatorios do estrogénio sobre a atividade dos TIDA podem ser
mediados pela PRL (TONEY et al., 1992).

A bromocriptina (BCP), um agonista dopaminérgico, tem sido usada para
tratamento clinico de hiperprolactinemia e para reduzir o tamanho de prolactinomas
(JAQUET, 1993; TINDALL et al., 1982; CUNNAH & BESSER, 1991; BASSETTI
et al, 1984). A BCP inibiu a sintese e liberagdo de PRL em células dissociadas e
quando adicionada ao meio de incubagdo de cultura primaria de hipéfise de ratos

(DANNIES & RUDNICK, 1980, CHEN et al., 1993). Experimentos realizados in
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vivo mostraram que a administragdo de BCP simultaneamente ao estradiol reduziu os
niveis de PRL plasmatica e o peso da hipofise (HANDA & RODRIGUEZ, 1991).

No modelo experimental descrito nesta tese, os efeitos da BCP foram testados
em ratas ovariectomizadas e injetadas com benzoato de estradiol em varios esquemas
de tratamento (RIBEIRO et al., 1996). Quando a BCP foi associada nos ultimos 5
dias de tratamento com E50, a concentragdo de PRL sérica ndo foi reduzida
significativamente em relagdo ao grupo tratado com E50 + veiculo, apesar de ter sido
observada uma reducdo de 61%. Spritzer et al. (1996) mostraram redugio
significativa dos niveis de PRL quando a BCP e o estradiol foram administrados
durante os mesmos tempos e doses. Neste caso, entretanto, as ratas tinham
desenvolvido hiperprolactinemia com o uso de estradiol. E possivel que para
demonstrar o efeito da BCP seja necessario um estado prévio de hiperprolactinemia.
No presente trabalho, o tratamento com ES50 por 2 semanas ndo foi suficiente para
elevar os niveis de PRL acima dos valores do grupo controle, considerados normais.
Como ja referido anteriormente neste capitulo, esta dose representa um estimulo
estrogénico fraco, que pode gerar respostas limitrofes. Desta forma, quando a mesma
dose de BE foi utilizada durante um tempo maior, 4 semanas, o tratamento associado
com BCP durante os ultimos 12 dias reduziu significativamente os niveis de PRL
sérica. Nestes animais, o estimulo estrogénico gerou hiperprolactinemia significativa e
o tempo de tratamento com BCP foi aumentado de 5 para 12 dias.

Por outro lado, a associagdo de BCP (0,6 mg) a dose maior de BE
(300pug/semana) diminuiu os niveis de PRL sérica em todos os tempos estudados.
Além disso, o efeito da BCP associada ao tratamento prolongado com E300 foi

dependente da dose, confirmando dados da literatura obtidos em outros modelos
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experimentais e clinicos. Kacsoh et al. (1993) descreveram diminui¢do progressiva da
PRL liberada por células hipofisarias em cultura, com a adi¢do de doses crescentes de
BCP. Uma unica dose de BCP reduziu a concentragio de PRL sérica, apos 6 horas,
em ratas F344 com tumor hipofisario induzido por estradiol (EGUCHI et al., 1995).
Chen et al. (1993) demonstraram redugdo da liberagdo da PRL com a adi¢do de BCP,
em cultura primaria de lactotrofos. O tratamento de mulheres hiperprolactinémicas
com BCP, durante 30 dias, reduziu a PRL sérica de 68 para 18 ng/ml (LOX & PAU,
1993). Mallman e Spritzer (1996) obtiveram redugdo dos niveis séricos de PRL em
todas as mulheres hiperprolactinémicas do estudo, no primeiro mes de tratamento
com BCP.

A BCP administrada por 12 dias reduziu o peso da hipofise em todos os
esquemas de tratamento estrogénico. Quanto ao percentual de lactotrofos, em
trabalhos anteriores do laboratério observou-se que a BCP administrada nos altimos 5
dias de tratamento com E300/2 semanas ndo foi suficiente para diminuir este
percentual (RIBEIRO et al., 1995). No presente trabalho, o tratamento com BCP
durante 12 dias reduziu significativamente o percentual de lactotrofos tanto em ratas
que receberam E300 durante 2 e 4 semanas, como nas tratadas durante 10 semanas.
Estes resultados confirmam a necessidade de aumentar o tempo de tratamento com
BCP para verificar alteragdes proliferativas nos lactotrofos, especialmente quando se
utiliza estimulo curto com BE.

Kalberman et al. (1980) mostraram que a injegdo de BCP reduziu o peso de
tumores induzidos por estradiol, além de inibir a atividade da DNA polimerase e a
incorporagdo de timidina triciada. Lloyd et al. (1975) demonstraram que a BCP

antagoniza o efeito estrogénico sobre a atividade mitotica, a secregdo de PRL, o peso
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hipofisario e a PRL hipofisaria. A BCP reduziu o peso da hipdfise in vivo (LYLE et
al, 1984; HANDA & RODRIGUEZ, 1991), a sintese de DNA na hipofise
(KOMOLOV et al., 1985), o indice de mitoses (PAWLIKOWSKI et al., 1978,
PEREZ et al., 1986) e a liberag@o da PRL, in vitro (KACSOH et al., 1993). A adicdo
de BCP reverteu in vitro os efeitos do DES sobre a proliferagdo celular avaliados por
analise do ciclo celular e por imunocitoquimica em células dissociadas (PHELPS &
HYMER, 1988). McComb et al. (1986) descreveram que a administragdo de BCP
promoveu uma redugdo reversivel da proliferagio espontdnea de células
imunorreativas a PRL, induzida pelo envelhecimento, em ratas de 23 meses. O
presente trabalho, por sua vez, relata a redugdo no percentual de lactotrofos, obtida
com a administraggo de BCP em ratas com hiperprolactinemia induzida pelo estradiol
(RIBEIRO et al., 1996).

Existem dados contraditéorios na literatura com relagdo & interagdo
progesterona/estradiol na regulagdo da PRL, principalmente devido aos diferentes
protocolos experimentais utilizados, doses empregadas, duragio dos tratamentos,
administra¢do de estrogénio prévio ou ndo. Os progestogénios exercem atividade
antiestrogénica através de diferentes mecanismos incluindo a redugdo de receptores
estrogénicos nos tecidos-alvo em geral e na hipofise, em particular (ATTARDI, 1981,
GOMPEL et al, 1985; BLAUSTEIN & BROWN, 1984). Outro mecanismo ¢ o
aumento da atividade da 17Bhidroxiesteréide desidrogenase que diminui a
disponibilidade tecidual de estrogénio ativo via conversio do estradiol em estrona
(GOMPEL et al., 1986, EL. AYAT & MAHESH, 1984). A progesterona (P) pode
agir de modo sinérgico ou antagénico ao estradiol na regulagdo da secrecdo de PRL.

Alguns autores descrevem um aumento da liberagdo de PRL apds tratamento com
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progesterona, em animais sensibilizados com estradiol (BABU & VIJAYAN, 1984,
CARON et al., 1994). Caligaris et al. (1974) referem que os niveis de PRL sérica
aumentaram apOs 12 horas e diminuiram apos 24 horas de tratamento com
progesterona. Outros referem que o tratamento com progesterona bloqueia o
aumento dos niveis de PRL sérica induzido por estradiol (GENAZZANI et al., 1990,
BRANN et al., 1988). Varias linhas de evidéncias sugerem que a P ndo tem agdo
direta na hipofise, ja que ndo foram localizados receptores de progesterona (PR) nos
lactotrofos (FOX et al., 1990) e a P ndo tem efeito em alguns estudos in vitro
(SHIMOKAWA et al, 1992). No entanto, outros autores demonstraram que a
progesterona reverte o efeito estimulatorio do estradiol na secrecdo de PRL, in vivo e
in virro, em ratas (REIER et al., 1974, CHEN & MEITES, 1970, HAUG &
GAUTVIK, 1976, LAMBERTS et al., 1987), e em mulheres hiperprolactinémicas
(SITRUK-WARE et al., 1985). Giguere et al. (1982) observaram que a adigdo de um
progestogénio puro, a promegestona (R5020), inibiu a liberagio espontdnea de PRL
em cultura primaria de células hipofisarias. Como ja referido, o efeito hipofisario da P
poderia ser exercido através da estimulagio da 17Bhidroxiesterdide desidrogenase
(EL AYAT & MAHESH, 1984) ou redugdo dos receptores estrogénicos nos
lactotrofos (SMANIK et al., 1983; BLAUSTEIN & BROWN, 1984). ATTARDI
(1981) ndo encontrou a¢éo da P sobre receptores estrogénicos na hipofise, enquanto
Calderon et al. (1987) mostraram que a P suprimiu o aumento dos receptores
estrogénicos dependendo das condi¢des experimentais, inclusive o intervalo de tempo
entre a administragdo de P e estradiol. A indugdo de PR em resposta ao tratamento
estrogénico foi demonstrada na hipofise e hipotalamo mediobasal (Mac LUSKY &

McEWEN, 1980; CALDERON et al, 1987). Por outro lado, a P regula
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negativamente seus proprios receptores. Usando um antagonista da progesterona, van
der Schoot et al. (1990) descreveram um aumento do peso da hipdfise e da secregdo
TIDA. A inje¢do tinica de P suprimiu a atividade da tirosina hidroxilase, enquanto o
tratamento cronico estimulou a atividade dessa enzima (BABU & VIJAYAN, 1984).
A P aumenta a libera¢do de DA nos vasos porta (CRAMER et al., 1979a; HUANG et
al., 1995) e reverte a redugdo da atividade e do mRNA da tirosina hidroxilase no
nicleo arqueado, induzida por estradiol (ARBOGAST & VOOGT, 1993).

A associa¢do de NA (0,5 mg) nos ultimos 5 dias de tratamento com E50/2
semanas ndo alterou os niveis de PRL sérica, o peso da hipéfise nem o percentual de
lactotrofos em rela¢@o ao grupo tratado com E50 + veiculo, possivelmente porque o
estimulo estrogénico ndo foi suficiente para gerar hiperprolactinemia. Spritzer et al.
concentracdo de PRL sérica. Naquele caso, como ja citado, o estimulo estrogénico foi
capaz de gerar hiperprolactinemia. Por outro lado, quando o NA foi utilizado nos
ultimos 12 dias de tratamento em animais que receberam ES50 por 4 semanas,
observou-se uma redugio pércial nos niveis de PRL sérica de 49% em relagdo aos
animais que receberam E50 + veiculo, sem significincia estatistica. E possivel que a
administragdo de NA por 12 dias em animais submetidos a estimulo estrogénico fraco
(E50) diminua os PR de forma que ndo sejam observados efeitos significantes do
progestogénio sobre a PRL sérica. Também deve kser considerado que o equilibrio de
doses entre BE e NA, como o que existe na relagdo fisiologica entre os niveis

circulantes de estradiol e P, ndo foi alcangado com esse esquema de tratamento.
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Assim, serd importante no futuro realizar curvas de dose e de tempo/resposta mais
amplas e/ou dosar os PR.

Um outro aspecto interessante do presente trabalho foram os resultados
obtidos com a administragdo de NA nos ultimos 12 dias de tratamento com BE na
dose maior (E300), por 2 ou 4 semanas. Nesta situagfo, observou-se uma redu¢do
parcial dos niveis séricos de PRL, diminui¢do do peso hipofisario e do percentual de
lactotrofos. Em estudos prévios realizados neste laboratorio, a administragdo de NA
por 5 dias em ratas tratadas com E300 durante 2 semanas, nio havia alterado
significativamente o percentual de lactotrofos (OLIVEIRA, 1993a). O conjunto
destes dados sugere, portanto, que embora o efeito antiprolactinémico seja evidente
com apenas 5 dias de tratamento com NA em ratas que receberam E300, € preciso um
periodo maior de tratamento (12 dias) para que se observe uma resposta
antiproliferativa do NA.

Os mecanismos através dos quais a P atua sobre a secreg¢do de PRL ndo estéo
ainda bem esclarecidos. Alguns estudos sugerem que o efeito antiestrogénico possa
ser o responsavel pela inibicdo da fungdo lactotrofica. Sitruk-Ware et al. (1985)
descreveram que o tratamento com linestrenol promoveu uma redugdo dos niveis de
PRL sérica em mulheres hiperprolactinémicas devido a microadenomas hipofisarios.
Esses niveis de PRL sérica foram comparados com os de um grupo de mulheres
normais em que ndo foram observadas varia¢Ges nos niveis de PRL em resposta ao
tratamento com este progestogénio. Esse fato seria justificado pelo aumento no
numero de receptores estrogénicos relacionado com a maior celularidade tumoral,
tornando efetiva a a¢@o antagonista do progestogénio sobre o efeito estimulatorio do

estradiol, como ja demonstrado in vitro e in vivo (HAUG & GAUTVIK, 1976,
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SMANIK et al., 1983). Em hipéfises de mulheres normais, devido a0 menor numero
de lactotrofos, a a¢do sensibilizadora do estrogénio é menos importante e o efeito
inibitorio do progestogénio pode ndo ocorrer. Mallman e Spritzer (1996)
demonstraram em mulheres hiperprolactinémicas tratadas com NA uma correlagdo
positiva entre os niveis estrogénicos e a redug@o dos niveis de PRL sérica com este
tratamento, sugerindo que o efeito antiprolactinémico do NA deve estar relacionado
com sua agdo antiestrogénica.

No que se refere aos efeitos do NA associado ao tratamento prolongado com
E300, dados obtidos anteriormente neste laboratério (Oliveira et al., 1993) mostraram
redugio da PRL sérica, peso hipofisario e percentual de lactotrofos em ratas
hiperprolactinémicas. Naquele estudo foi utilizado NA na dose de 0,5 mg/dia, durante
12 dias. O efeito antagdnico do NA observado sobre a secregdo de PRL induzida por
reducdo tanto do peso da hipofise como do nimero de lactotrofos. No presente
trabalho associou-se uma dose menor de NA ao tratamento prolongado com E300. O
proposito da utilizagdo desta dose de progestogénio era observar seu efeito isolado
em ratas hiperprolactinémicas e compara-lo ao efeito da sua associagdo com
antiestrogénios. Considerando que as agdes dos antiestrogénios sdo exercidas através
de mecanismos diferentes, a associagdo desses farmacos poderia ter efeito aditivo.
Oliveira (1993a) ndo encontrou efeito potencializador sobre a PRL sérica associando
NA (0,5 mg) ao TAM ou a BCP. Ao avaliar o efeito do NA isolado, verificou-se que
o efeito antiprolactinémico foi significativo, apesar da baixa dose usada. Por outro

lado, o peso da hipofise e o percentual de lactotrofos nido foram alterados
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significativamente com este tratamento, provavelmente por que a dose de 0,1 mg/dia
ndo seja suficiente para exercer agdo antiproliferativa.

Quando se associou NA (0,1 mg) e TAM (20 e 60 ng) ao tratamento
prolongado com E300 observou-se auséncia de alteragdes nos niveis de PRL sérica,
bem como no peso da hipofise, em comparagdo com os grupos que receberam os
farmacos isolados. Dados prévios do laboratério, utilizando ratas sob estimulo
estrogénico menor (ES50) por 2 semanas, haviam mostrado que a associagdo de NA
(0,12 mg) ao TAM (60 pg) produz efeito aditivo sobre o crescimento uterino mas ndo
sobre os niveis de PRL sérica, que diminuiram igualmente com o TAM isolado ou
sobre o crescimento uterino pode estar relacionada com os diferentes mecanismos de
acdo do TAM e do NA. Como ja citado anteriormente, 0 TAM tem afinidade pelo’
receptor estrogénico e atua como inibidor competitivo pela ligacdo a esse receptor. A
P pode exercer efeitos antiestrogénicos diminuindo os receptores estrogénicos nos
lactotrofos ou estimulando a atividade da 17Bhidroxiesteroide desidrogenase, enzima
responsavel pela conversdo do estradiol a um metabolito menos ativo, a estrona. Por
outro lado, no presente trabalho, o tratamento combinado com NA e a dose menor de
TAM promoveu uma redugdo no percentual de lactotrofos, o que, novamente,
poderia ser explicado pelas diferengas dos mecanismos de agdo antiestrogénica dos
dois farmacos descritos acima. Estes resultados sdo preliminares e a investiga¢gdo dos
efeitos da associagdo desses farmacos devera ser extendida com a utiliza¢do de outras
combinacdes de doses.

Um outro aspecto que foi investigado em relagdo as interagdes de farmacos foi

a combinagio de TAM e BCP. Tumores hipofisarios secretores de PRL possuem
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receptores dopamin€rgicos e sdo sensiveis a agdo da dopamina e seus agonistas
(CRONIN et al,, 1980, BASSETTI et al., 1984). Utilizando células humanas de

tumor hipofisario, Lamberts et al. (1986) demonstraram que o estradiol diminui a

.....

.....

(LAMBERTS et al., 1982; VOLKER et al., 1982). Outros autores ndo encontraram
sinergismo entre BCP e TAM tanto in vivo como in vitro (ARAFAH et al., 1983;
PRYSOR-JONES et al., 1983; NAGY et al.,, 1980, de QUIJADA et al,, 1980). A
associagdo de BCP (0,6 mg) e tamoxifeno (120 pg) ndo produziu potencializagdo dos
efeitos hipofisarios estudados (OLIVEIRA, 1993a). No presente trabalho, foram
utilizadas doses menores, tanto de BCP (0,05 mg) como de TAM (20 e 60 ug) e, da
mesma forma, ndo foram encontrados efeitos dessas combinagdes tanto sobre os
niveis de PRL sérica como sobre o peso da hipofise e percentual de lactotrofos. Em
relagdo aos niveis séricos de PRL, apesar de ndo haver diferenga significativa entre os
grupos houve uma tendéncia de inibigdo dos efeitos da BCP quando esta foi associada
ao TAM. Neste caso (doses e modelo), o TAM poderia ter atuado como agonista do
estradiol antagonizando o efeito da BCP. Como ja referido neste capitulo, a atividade
antidopaminérgica do estradiol estd bem estabelecida. Bowman et al. (1983)
demonstraram, em ratos, que o0 TAM pode ter atividade de agonista puro, agonista
parcial e antagonista do estradiol, dependendo da dose utilizada. Estudos realizados
in vitro mostraram que a atividade de agonista parcial foi bifasica; as concentragdes
mais altas de TAM mostraram maior atividade antagonista, em cultura de células

GH4C1 (AMARA & DANNIES, 1986). Em experimentos realizados in vivo o TAM
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agiu como agonista estrogénico parcial na indugdo de PRL hipofisaria, em ratas
(POWERS et al., 1989). Seria de interesse, para testar a hipdtese de um efeito
agonista parcial, a avaliagdo da atividade dopaminérgica dos TIDA em conjunto com
a determinagdo dos efeitos do TAM sobre a prolifera¢do e fungdo lactotrofica.

Os dados do presente trabalho enfatizam a importdncia da interag@o
estrogénio/antiestrogénio na expressio da hiperprolactinemia. Estudos posteriores
poderdo definir melhor a fungdo dos antiestrogénios, os mecanismos moleculares
através dos quais atuam em estados hiperprolactinémicos € sua relagdo com a
dopamina e seus agonistas, e/ou com o0s progestogénios. Além disso, o modelo
experimental desenvolvido neste trabalho permite investigar mais profundamente as
interagOes dos estrogénios com outros reguladores da secregdo da PRL, como
dopamina, progestogénios, e varios neurotransmissores e/ou neuromoduladores

sabidamente importantes nessa regulagio.
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5. CONCLUSOES

1. Os resultados obtidos com os diferentes esquemas de tratamento estrogénico
permitiram estabelecer duas condi¢des de hiperprolactinemia: um estado de apenas
hiperprolactinemia podendo ser considerada ‘“funcional” e outro, com
hiperprolactinemia acompanhada de aumento do peso hipofisario e proliferacdo de
lactotrofos.

O protocolo experimental que utiliza 50 pg/semana de benzoato de estradiol,
durante 4 semanas, seria 0 mais apropriado para o estudo das interagGes estradiol,
dopamina e controle da secregio de PRL num estado de hiperprolactinemia
“funcional™, visto que nesta situagdo observou-se aumento nos niveis de PRL sérica
sem alteragGes proliferativas na hipofise.

O tratamento com inje¢des semanais de benzoato de estradiol na dose de 300
pg durante 2 semanas € suficiente para induzir aumento do peso hipofisario e do
percentual de lactotrofos, sendo, portanto, adequado para estudar a

hiperprolactinemia associada a alteragdes proliferativas na hipofise.

2. O efeito antiprolactinémico e antiproliferativo da bromocriptina valida o modelo

experimental, reproduzindo resultados esperados, conforme literatura, que descrevem

.....
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3. Observou-se um efeito antiprolactinémico parcial do acetato de noretisterona (0,5
mg) sob estimulo curto e intermediario com benzoato de estradiol. O efeito desse
progestogénio sobre o peso da hipofise e sobre o percentual de lactotrofos so foi
observado nesses periodos de estimulo estrogénico quando foi utilizada a dose mais
elevada de BE (300pg/semana). O tratamento com uma dose mais baixa de NA (0,1
mg), associado ao tratamento prolongado com benzoato de estradiol 300ug/semana,

reduziu a concentragdo de PRL sérica sem induzir alteragGes proliferativas.

4. As associagdes de TAM (20 ou 60 pg) e NA (0,1 mg) nos altimos 12 dias de
tratamento prolongado com benzoato de estradiol (300ug/semana) nio mostraram
potencializac@o dos efeitos encontrados com a administragdo isolada desses farmacos
sobre os niveis de PRL sérica e peso hipofisario. Quanto ao percentual de lactotrofos,
houve sinergismo com a associagdo de NA e TAM, na dose de 20 ug, que induziu

uma resposta antiproliferativa mais efetiva

5. As combinagdes de TAM (20 ou 60 pg ) e BCP (0,05 mg), associadas ao benzoato
de estradiol (300pg/semana) por 10 semanas, ndo mostraram alteragdes significativas

tanto na PRL sérica como no peso hipofisario e no percentual de lactotrofos.
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