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RESUMO

Este trabalho investigou o efeito da Angiotensina Il central na reducéo das
concentracbes de prolactina em ratas lactantes em resposta ao estresse e a
influéncia dos esterdides gonadais nesse mecanismo. Ratas Wistar lactantes
foram divididas em 2 grupos: fémeas no 7° e 20° dias de lactagdo. Os grupos do
7° dia foram divididos em 4 subgrupos cada: A) fémeas que nao sofreram
microinje¢cdo no ARC e sem estresse; B) fémeas sem microinje¢do no arqueado e
submetidas ao estresse; C) fémeas submetidas a microinjegdo de losartan no
arqueado e ao estresse; D) fémeas submetidas a microinjecdo de solugéo salina
no arqueado e ao estresse. Os grupos do 20° dia foram divididos em 3 subgrupos
cada: A) fémeas que nao sofreram microinje¢cdo no arqueado e sem estresse; B)
fémeas sem microinjecdo no arqueado e submetidas ao estresse; C) fémeas
submetidas a microinjecdo de losartan no arqueado e ao estresse. As
microinjecdes de losartan (0,2 ul, 10 M) e salina (0,2 pl) foram realizadas 3 dias
apo6s a canulagao do arqueado e 15 minutos antes do estresse (vapores de éter
por 1 minuto); 5 minutos apds o estresse, os animais foram decapitados, o sangue
coletado e o plasma foi utilizado para dosagem por radioimunoensaio de
prolactina, progesterona e estradiol Os resultados foram analisados pelo teste de
variancia ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Newman-Keuls. A diferencga
entre duas médias foi testada pelo teste t de Student, com p<0,05 adotado como
critério de significancia. Ocorreu uma redugao significativa nas concentragdes
basais de prolactina e progesterona em fémeas no 20° em comparagao ao 7° dia
de lactacdo, enquanto que as concentracdes basais de estradiol permaneceram
inalteradas. O estresse agudo induziu uma reducao nas concentragdes de PRL
em fémeas no 7° e 20° dias, que foi impedida pela microinje¢cdo de losartan no
arqueado no 7° dia pos-parto. No 20° dia, contudo, o losartan falhou em impedir
essa queda. Esses resultados demonstram que a Angiotensina Il central possui
efeito modulador na queda da secrecdo de prolactina em resposta a estresse
agudo em ratas lactantes no 7° dia pds-parto, cujas concentragdes de prolactina
sao elevadas; entretanto, isso parece nao ser observado em ratas lactantes no 20°
dia, cujas concentragdes de prolactina e progesterona ja estdo significantemente
reduzidas, indicando que esse efeito € dependente de progesterona e das
concentracdes de prolactina pré-estresse.



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the effects of central Angiotensin I
on prolactin levels in lactating rats in response to stress and to verify the influence
of gonadal steroids in this mechanism. Lactating Wistar rats were divided in two
groups: females in 7" and 20™ days of lactation. The groups of 7" day were divided
in 4 subgroups: A) females that were not submitted to microinjection into arcuate
nucleus and to stress; B) females without microinjection into arcuate nucleus and
submitted to stress; C) females microinjected with losartan into the arcuate nucleus
and submitted to stress; D) females microinjected with saline solution into arcuate
nucleus and submitted to stress. The groups of 20™ day were divided in 3
subgroups: A) females that were not submitted to microinjection into ARC and to
stress; B) females without microinjection into arcuate nucleus and submitted to
stress; C) females microinjected with losartan into the arcuate nucleus and
submitted to stress. The microinjections of losartan and saline (0,2 ul) were
realized 3 days after chronic guide cannulae were implanted into arcuate nucleus
and 15 minutes before stress (eter vapour for 1 minute); 5 minutes after stress, the
animals were decapitated, blood was collected and plasma concentrations of
prolactin, progesterone and estradiol were determined by radioimunoassay Data
(means = SEM) were analyzed using an one-way ANOVA test. Pos hoc analyzes
were performed using the Newman-Keuls test. The difference between 2 means
were tested by Student t test. Statistic significance was defined as p<0,05. A
significant reduction were verified on basal prolactin and progesterone levels in
females on 7" compared to 20" day of lactation, while basal E, levels were
unchanged. Acute stress induced a reduction on prolactin levels in females on 7™
and 20" days after parturition, that was hindered by Losartan microinjection into
ARC on 7" day. On 20" day, however, losartan failed to impede this reduction. This
results support the hypothesis that central Angiotensin Il is one of the modulators
of the reduction on prolactin secretion in response to acute stress in lactating rats
on 7" day after parturition, when basal prolactin and progesterone levels are very
high; however, it was not observed on lactating rats on 20" day, which basal
prolactin and progesterone levels are significantly reduced, indicating that this
effect seems to be dependent of progesterone and basal prolactin levels before
stress.



INTRODUGAO

A Angiotensina Il (Ang Il) € um neuropeptideo envolvido na regulagéo de
varias fungdes, como a regulacdo da volemia (SAAVEDRA et al., 1992,
MCKINLEY et al., 1996; SANVITTO et al., 1997) e da fungdo cardiovascular
(ZHUO et al., 1998) e contribui no controle da fungao reprodutiva pela regulagao
da secrecao de horménios da adenohipdfise (PHILLIPS, 1987; SAAVEDRA et al.,
1992).

A prolactina (PRL) € um horménio que possui uma grande importancia
fisiolégica no periodo de lactagdo, por estimular o crescimento e o
desenvolvimento das glandulas mamarias, sintese de leite e manutencado da
secrecao de leite. A secrecado de leite é influenciada por varios fatores como a
concentragao de esteroides gonadais (DE PAUL, 1997) e estresse (MORISHIGE &
ROTCHILD, 1960). A exposi¢ao de lactantes ao estresse cessa a secrec¢ao de
leite pelas glandulas mamarias. Isso ocorre porque no periodo de lactacéo as
concentragcdes plasmaticas de PRL que estdo elevadas pelo estimulo da sucgao
dos mamilos é reduzida durante o estresse (GROSVENOR et al., 1965;
MOREHEAD & GALA, 1982; GALA & HAISENLENDER, 1986; BANKY et al.,
1994), inibindo desta forma, a producgao de leite.

Um dos fatores que pode estar envolvido na queda de secregdo de PRL em
resposta a estresse € a Ang Il, pois age como modulador da secregdo de PRL
(AGUILERA, 1982; MYERS & STEELE, 1981; 1989), esta envolvida nas respostas
adaptativas ao estresse (FITZSIMONS, 1980; SAAVEDRA et al., 1986; CASTREN
& SAAVEDRA, 1988) e parece modular a secre¢ao de dopamina (DA) no nucleo
arqueado (ARC) (STEELE, 1982; INOUE & NEGRO-VILAR, 1989), o principal
fator inibidor da secregdo de PRL (MOHANKUMAR & ZABAVINIK, 1993).



1.1 Angiotensina Il

O octapeptideo Ang Il é sintetizado pela conversdo de uma proteina
circulante, o angiotensinogénio, por uma enzima denominada renina em
Angiotensina | (Ang |), que é inativa. A Ang | entdo é convertida a Ang Il pela acédo
de uma enzima denominada enzima conversora de angiotensina (FITZSIMONS,
1980; MORGAN et al.,1996). A Ang Il é sintetizada tanto perifericamente quanto
centralmente. O SNC contém material genético para transcricdo molecular de
todos os componentes do sistema renina-angiotensina (RAS): RNAm para
angiotensinogénio, para a enzima conversora de Angiotensina (LAFLAMME et
al.,1998), e para os sitios de ligagcado da Ang Il (SANVITTO et al.,1997).

Existem dois subtipos de receptores de Ang Il identificados
farmacologicamente: ATy e AT,. Os receptores do tipo AT; se ligam
especificamente ao antagonista Losartan de Ang Il e os receptores do tipo AT,
ligam-se especificamente aos compostos PD 123177 e CGP 42112 (SAAVEDRA,
1992; TIMMERMANS et al., 1993). Embora ambos os tipos de receptores tenham
sido detectados no cérebro (TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991; TSUTSUMI et
al.,1993; JOHREN & SAAVEDRA, 1996; JOHREN et al.,1997), o receptor AT, é o
subtipo de receptor predominante em adultos (TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991).
Existem duas isoformas de receptor AT4: ATia € ATqg. Os subtipos ATia tém
distribuicdo predominante no encéfalo (JOHREN & SAAVEDRA, 1996), enquanto
o subtipo AT4g, na hipodfise (LENKEI et al.,1997). Receptores do tipo AT4 de Ang Il
foram descobertos nos érgéos circunventriculares como 6rgéao subfornicial (SFO),
nucleo paraventricular (PVN), supraquiasmatico, nucleo do trato solitario, nucleo
hipotaldamico dorsomedial e ARC dorsomedial (SAAVEDRA, 1993; JOHREN &
SAAVEDRA, 1996; JOHREN et al., 1997). Estas areas estdo envolvidas nas
fungdes centrais classicas da Ang Il, como a regulagdo da pressao, homeostase e
liberacdo de horménios da hipdfise e todas essas funcbes sdo mediadas pelos
receptores do tipo AT4 de Ang Il (SAAVEDRA, 1992).

1.2 Adaptagao ao estresse



A experiéncia do estresse é comum a todos os seres vivos. A imposi¢cao ou
percepgdo de mudangas fisicas e ambientais, sejam negativas (ameagadoras) ou
positivas (recompensadoras) promove uma série de alteragdes fisioldgicas que
podem ser interpretadas como adaptativas ao organismo (HERMAN & WATSON,
1997). Estas alteragbes servem tanto para preparar o organismo, quanto para
manter um equilibrio complexo, dinamico e harmonioso denominado homeostase
(CHROUSOS & GOLD, 1992). Animais quando submetidos a estimulos
estressantes tém uma rapida ativacdo dos sistemas neuroenddcrinos como
resposta, e uma reagdo que esta bem estabelecida é a ativacdo do eixo
hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) que, juntamente ao estado de alerta e o
Sistema Nervoso Autonomo (SNA) constitui o sistema de estresse. Este sistema é
ativado durante o estresse (CHROUSOS et al., 1998) e é controlado por uma série
de moduladores que coordenam a secregdo hormonal com a caracteristica do
estimulo e seu principal impacto fisioldgico. Além disso, durante o estresse, varias
mudangas ocorrem no Sistema Nervoso Central (SNC) e periférico de mamiferos,
que ajudam a preservar o individuo e a espécie.

Em ratos, sao secretados arginina-vasopressina (AVP) e horménio liberador
de corticotrofinas (CRH) pelo PVN (CHAPPELL et al., 1986; IMAKI et al., 1991),
que estimula a secrecdo de horménio adrenocorticotrofico (ACTH) pela glandula
hipofise (WHITNAL, 1993). Aumentos subsequentes de ACTH circulante entéo
dirigem a sintese e a secrecao de glicocorticoides pelo cortex das glandulas
adrenais (HANDA et al., 1994). Estresse prolongado promove grandes aumentos
na expressdo de RNA mensageiro (RNAm) para CRH (HERMAN & WATSON,
1995), e aumentos na expressdao de CRH na lamina externa da eminéncia
mediana (ME) (WHITNAL, 1993), sugerindo um aumento na capacidade para agao

de ACTH na glandula hipdfise.

1.3 Angiotensina Il e estresse



As acgbes do estresse e (glicocorticdides sobre neuropeptideos
hipotalamicos tém sido muito estudadas. Existem evidéncias que implicam um
papel da Ang Il na regulagcdo das respostas ao estresse (FITZSIMONS, 1980;
SAAVEDRA et al., 1986; CASTREN & SAAVEDRA,1988). Estudos demonstraram
que o estresse aumenta os sitios de ligacdo para Ang Il no ARC dorsomedial
(SELTZER et al., 1993), SFO e no PVN, e isso pode ocorrer devido a um aumento
nas concentragdes circulantes de Ang Il e glicocorticéides (CASTREN &
SAAVEDRA, 1988). O estresse por imobilizagdo aumenta a atividade da renina
plasmatica (JINDRA, 1980), indicando uma ativagdo do RAS periférico. Além
disso, a Ang Il aumenta significativamente no plasma e no SNC apos estresse
agudo ou crénico (YANG et al., 1996).

No hipotalamo, a Ang Il esta envolvida na regulacdo da secregcdo de
corticosterona, horménio luteinizante (LH), horménio do crescimento (GH) e PRL
(STEELE et al., 1981; 1982; SAAVEDRA, 1992; GANONG, 1993).

O estresse é uma situagdo na qual a Ang Il cerebral e periférica podem
interagir na regulacdo da secrecao de ACTH. A liberagdo de ACTH ocorre em
resposta a redugcido no volume sanguineo e estresse, os quais sao modulados pela
Ang Il central e periférica (SAAVEDRA, 1992). O CRH e Ang Il possuem uma agao
aditiva na liberagdo de ACTH (VALE et al., 1983). A Ang Il estimula um aumento
na secregcdo de CRH pelo PVN, o que por sua vez provoca um aumento na
secrecdo de ACTH pela hipdéfise anterior (SPINEDI & NEGRO-VILAR, 1983). Em
situagdes de estresse, a Ang Il ainda induz a ativagdo da divisdo autonémica do
PVN, provocando um aumento na atividade do SNA simpatico (JEZOVA et al.,
1998).

Além de induzir o aumento na secregdo de CRH pelo PVN, a Ang Il ainda
controla a homeostase dos fluidos através de mecanismos como o estimulo da
sede e da liberagdo de AVP em resposta ao estresse (FITZSIMONS, 1980;
SAAVEDRA, 1992). Esse aumento da secrecdo de AVP e da sede induzido pela
Ang Il ocorre principalmente através da estimulacdo dos drgaos
circunventriculares (PHILLIPS, 1987) como SFO (SANVITTO, 1997) pela Ang ll.

Os efeitos da Ang Il sobre o PVN parecem ser mediados pelos receptores



do tipo ATy de Ang I, que sdo amplamente distribuidos nestes nucleos
(TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991), especialmente nos neurdnios que sintetizam e
secretam CRH (AGUILERA et al., 1995). Em contraste, o envolvimento do
receptor do tipo 2 de Ang Il na resposta ao estresse € menos conhecida.
Entretanto, tanto RNAm para receptor AT, quanto os sitios de ligagéo para AT
tém sido identificados em varias regides do cérebro (LENKEI et al., 1997), por
exemplo no locus coeruleus (LC). De fato, a exposicdo aguda a estressores
neurogénicos induzem a expressédo de RNAm para ATix e AT, no PVN e LC,
respectivamente ( DUMONT et al., 1999).

1.4 Prolactina

A PRL é um horménio protéico da adenohipdfise que foi assim
originalmente nomeada por sua habilidade em promover a lactacdo em fémeas
devido a variedade de efeitos que exerce sobre a glandula mamaria. Além disso,
estd envolvida na fungdo das glandulas ovarianas e pseudoprenhez em ratos
fémeas (LEONG et al., 1980). Ao contrario do que foi originalmente descrito, a
PRL nao é sintetizada somente nos lactotrofos da glandula hipofise (BAKER & YU,
1977; BAKER & GROSS, 1978), mas também no SNC (FUXE et al., 1977;
GRIFFOND et al., 1993;1994), utero (FRASOR et al., 1999; STEWART et al.,
2000), placenta (HATTORI et al., 1993; ROBERTSON et al., 1994; 1996) e
sistema imune (DRACA, 1995), onde possui papel modulador (HARTMANN et al.,
1989; MUKHERJEE et al., 1990; DRACA, 1995; CHENG et al., 2000), através de
um efeito sobre a imunidade celular e humoral (FOSTER et al.,, 2000; Mc
MURRAY, 2000). Além de estar envolvida na reproducao (BOLE-FEYSOT, 1998),
a PRL também participa no controle de uma variedade de comportamentos
(DJIKSTRA et al., 1992; ADITI et al., 1994; TORNER et al., 2001).

1.5 Mecanismo de secregao de prolactina: Influéncia da dopamina



A secrecao de PRL esta sob a influéncia de diversas substancias como
fatores de liberacdo e fatores de inibicdo da secrecdo de PRL. O estado
reprodutivo do animal como ciclo estral e prenhez (ratas) / menstrual e gravidez
(mulheres), e lactacdo, a concentracdo de horménios esteréides e estimulos
exteroceptivos como luz, estimulos sonoros e estresse também sao fatores que
influenciam a secregcédo de PRL. Uma grande quantidade de substancias tém efeito
estimulatério sobre a secre¢cdo de PRL como hormdnio estimulador de tireotrofina
(TRH) (TASHJIAN et al., 1971), peptideo vasoativo intestinal (VIP) (RUBERG et
al., 1978), serotonina (LARSON et al., 1977), neurotensina (RIVIER et al., 1977),
Ang |l periférica (STEELE et al., 1981; 1982; MYERS & STEELE, 1989; 1991;
SAAVEDRA, 1992;), bombesina (WESTENDOREF, 1982), histamina (RICHARD et
al., 1991) e o peptideo liberador de PRL (PrRP) (WATANOBE et al., 2000).

Ainda ndo esta bem esclarecido quais sdo as vias de regulagdo de
secrecdo de PRL. Experimentos que investigam a secre¢cédo de PRL in vivo atraves
de secg¢des do infundibulo ou lesées na ME demonstram que a influéncia
hipotaldmica predominante sobre a secrecdo de PRL da hipdfise anterior é
inibitéria (NEILL, 1974). O impulso para secretar PRL espontaneamente é
reprimido pela acao de fatores de inibicdo de PRL hipotalamicos sobre a hipdfise.
Existem varios fatores que possuem efeito inibitério sobre a secrecdo de PRL
como o somatostatina (PATEL & SRIKANT, 1986), acetilcolina (CARMELIET &
DENEF, 1988), acido y-aminobutirico (GABA) (ENJALBERT et al., 1979) e Ang |l
central (STEELE et al., 1981; 1982; MYERS & STEELE, 1989; SAAVEDRA, 1992).
Entretanto, existe uma grande quantidade de trabalhos estabelecendo a
importancia da DA como fator inibidor de PRL (BEN-JONATHAN et al., 1979;
NEILL, 1980; MOHANKUMAR et al., 1997), em consequéncia da atividade
dopaminérgica tuberoinfundibular (BEN-JONATHAN et al., 1979; MOHANKUMAR
et al., 1997; ZABAVNIK et al., 1993). Receptores de DA sao encontrados nas
membranas da hipdfise (BROWN et al., 1976; CREESE et al., 1977), em particular
nas membranas dos lactotrofos (GOLDSMITH et al., 1979), e a DA é encontrada
no plasma da haste hipofisial (BEN-JONATHAN et al., 1977), em quantidade
suficiente para inibir a secrecao de PRL (GIBBS et al., 1982).



A DA é sintetizada em corpos celulares localizados no ARC do hipotalamo e
alcanca a adenohipdfise através de trés vias dopaminérgicas distintas: (1)
neurénios dopaminérgicos tuberoinfundibulares (TIDA) partem do ARC e terminam
nos capilares primarios das veias portais longas na zona externa da ME, sendo
transportada e liberada dos neurdnios TIDA na adenohipdfise (FUXE, 1964); (2)
corpos celulares de neurdnios TIDA estao localizados na porgéo rostral do nucleo
arqueado e terminam tanto no lobo intermédio quanto no posterior da glandula
hipofise (BJORKLUND et al., 1973); (3) neurdnios dopaminérgicos originam-se no
nucleo periventricular do hipotalamo e terminam na adenohipéfise (GOUDREAU
et al., 1995).

O ARC tem inicio na porgdo rostral do recesso tuberoinfundibular e
continua ao longo das paredes desse recesso. Existem duas distintas subdivisdes
no ARC: a porgdo dorsomedial que contém neurdnios de pequeno didametro e a
porcdo ventrolateral que contém neurbnios de tamanho médio. Muitos dos
neurdnios do ARC contém hormdnios hipofisiotréficos que sao liberados dos
terminais localizados na eminéncia mediana dentro do sistema portal hipofiseal,

que entdo os transporta até a adenohipdéfise (PAXINOS, 1995).

1.6 Interacao entre Angiotensina Il e secreg¢ao de prolactina

Numerosas observagdes demonstram claramente que a Ang Il pode
contribuir para a regulagéao fisiolégica da secre¢cao de PRL, tanto a Ang Il central
(MYERS & STEELE, 1989, 1991), quanto a Ang Il sintetizada perifericamente
(AGUILERA et al., 1982; ANDERSON & CRONIN, 1990). Na hipdfise anterior, a
Ang Il é sintetizada localmente e estimula a secrecao de PRL (STEELE et al.,,
1981; AGUILERA et al., 1982; STEELE & MYERS, 1990). Por outro lado, a Ang Il
central possui efeito inibitério sobre a secre¢cdo de PRL (STEELE et al.,, 1981;
1982; MYERS & STEELE, 1989, 1991). A Ang Il central parece inibir a secre¢ao
de PRL através da liberacdo de DA, pela ativacdo de receptores em neurdnios
dopaminérgicos no ARC (JOHREN et al., 1997; MOUNZIH et al., 1994). Ocorre

um aumento agudo nas concentracbes de DA no ARC apds a injegéo



intracerebroventricular (icv) de Ang Il (STEELE et al., 1982 ; INOUE & NEGRO-
VILAR, 1989). Esse efeito é realizado através de receptores do tipo AT4a de Ang Il
e € regulado pelas concentragdes de esterdides gonadais, onde o tratamento de
ratas ovariectomizadas (OVX) com estrégeno (E») e progesterona (P) produz um
aumento nas concentragcdes desses receptores no ARC quando comparados a
ratas OVX tratadas com placebo (JOHREN et al., 1997). Seltzer et al., 1993
demonstraram que a P parece agir nos seus receptores localizados no ARC
dorsomedial, onde induz a expressao de receptores AT4 de Ang I, podendo desta
forma promover um aumento da atividade do sistema Ang Il no ARC, aumentando
a atividade dopaminérgica, e consequentemente diminuindo a secre¢cao de PRL.
Além disso, durante estresse por contengdo em ratos machos, quando as
concentragbes plasmaticas de PRL estavam aumentadas, o bloqueio dos
receptores de Ang Il promoveu aumento ainda maior na PRL plasmatica (MYERS
& STEELE, 1991), desta forma, a Ang |l central parece ter um efeito limitante na
magnitude da resposta da PRL ao estresse (STEELE, 1992).

1.7 Secregao de prolactina em resposta ao estresse

A PRL é um hormdnio que responde prontamente a estimulos estressantes.
Morishige & Rotchild, 1974 verificaram que a resposta da PRL ao estresse
depende das concentracbes de PRL pré-estresse no sangue. Se as
concentracdes hormonais sdo baixas antes da aplicacdo do estresse, o estresse
promove uma elevacdo na PRL plasmatica (NEILL, 1970; WAKABAIASHI et al.,
1971; EUKER et al., 1975; TURPEN et al., 1976; LEONG et al., 1983; DEMAREST
et al., 1985; BANKY et al., 1994; CALDEIRA & FRANCI, 2000; DAVE et al., 2000)
e esses efeitos dependem do tipo e da intensidade do estresse (RAUD , 1971; DU
RUISEAU, 1978; CALIGARIS & TALEISNIK, 1983; FUJIKAWA et al., 1995;
POLETINI, 1998). Entretanto, se as concentragdes de PRL séo elevadas antes da
aplicagao do estresse, o estresse promove uma diminuicdo na concentragao da
PRL plasmatica. Estudos demonstraram que o estresse por éter diminui as

concentracbes de PRL da hipodfise quando aplicado durante a lactagao



(GROSVENOR et al, 1965, MOREHEAD & GALA, 1982; GALA &
HAISENLENDER, 1986; BANKY et al., 1994) e em ratas OVX tratadas com Ep e P
(CALIGARIS & TALEISNIK,1983; POLETINI, 1998), cujas concentracbes de PRL
sdo bastante elevadas.

O aumento das concentragdes de PRL provocado pelo estresse pode ser
bloqueado pela administragdo de glicocorticoides em ratos machos castrados
(EUKER et al., 1975) e em ratas OVX tratadas com E; (SUBRAMANIAN & GALA,
1978), sugerindo que esse efeito € mediado pela corticosterona. Entretanto, em
ratas lactantes e OVX tratadas com E; e P, a redugao das concentracdes de PRL
parece nao ser mediada pela corticosterona, uma vez que ratas
adrenalectomizadas tém resposta similar a de ratas intactas (GALA &
HAISENLENDER, 1982; BANKY et al., 1994).

Desta forma, a PRL, juntamente com o ACTH podem ser considerados
como bons indices quantitativos das respostas ao estresse (ARMARIO et
al.,1995). A importancia fisiologica da secregdo de PRL em resposta ao estresse
ainda ndo esta bem esclarecida, entretanto, devido ao seu papel na imunidade
celular e humoral, pode possuir uma fungao imunomodulatéria, protegendo desta
forma o organismo das consequéncias do estresse (GALA, 1990), impedindo os
efeitos deletérios provocados por substancias como os glicocorticoides, que sao
produzidas quando o organismo é submetido a estresse (DORSHKIND &
HORSEMAN, 2001).

1.8 Interacao entre esterdides sexuais e o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal

Esta bem estabelecido que existem diferencas sexuais na atividade do eixo
HPA, com um aumento na atividade em fémeas (LE MEVEL et al., 1979). A
diferenca parece ocorrer devido a influéncia dos esterdides sexuais femininos,
uma vez que flutuagdes na atividade do eixo HPA ocorrem de acordo com o
estagio do ciclo ovariano (CAREY et al., 1995).

Existe uma intima associacdo entre os eixos HPA e hipotalamo-hipdfise-

gbnadas (HPG). Essa associagdo € especialmente evidente durante o



funcionamento anormal de um dos eixos. Por exemplo, na auséncia de ritmos
circadianos adrenais que resultam em ciclos ovarianos irregulares (RAMALEY,
1975), o estresse possui um efeito inibitério na funcdo reprodutiva (RIVIER &
VALE et al., 1984), e a esteroidogénese provoca uma regulagdo anormal do eixo
HPA (BILLER et al., 1990).

O possivel mecanismo através do qual os esterdides sexuais modulam o
eixo HPA é uma influéncia exercida pelos esterdides sexuais nos mecanismos de
“feedback” negativo da corticosterona. Esses efeitos s&o mediados pelos
receptores de glicocorticéides no hipocampo, hipotalamo e hipdfise (de KLOET,
1991).

Estudos evidenciam um efeito facilitatorio do E, sobre a atividade do eixo
HPA (VIAU, 1991; BURGESS & HANDA, 1992; CAREY et al., 1995 ; CHROUSOS
et al., 1998). Tem sido demonstrado que o estradiol diminui tanto a ligagado quanto
a transcricdo dos receptores de glicocorticoides no hipocampo, hipotalamo e
adenohipofise, e isso tende a aumentar a atividade do eixo HPA por interferir no
“feedback” negativo para glicocorticéides (PEIFFER et al., 1991; BURGESS &
HANDA, 1992). Por outro lado, a P parece exercer um efeito inibitério sobre o
efeito facilitatério do E;, (VIAU, 1991; PEIFFER et al., 1991). Analises do citosol
revelam que a P pode influenciar os receptores de mineralocorticéides no
hipocampo. O tratamento com P resultou em diminuigdo na afinidade da ligagéo

dos receptores de mineralocorticéides induzida por E; (CAREY et al., 1995).

1.9 Interacao entre esterdides gonadais e a secre¢cao de PRL em resposta ao

estresse

Esta bem estabelecido que a idade, a hora do dia e os esterdides ovarianos
podem influenciar o efeito do estresse por éter na secrecdo de PRL em ratos.
Existem diferencas no eixo HPA em resposta a uma variedade de estimulos
estressantes. Em ratos, as fémeas respondem ao estresse de forma mais intensa
que os machos (HANDA et al., 1994). As condi¢des hormonais das fémeas podem

alterar o perfil de secrecdo de PRL. Os esterdides ovarianos controlam os



aumentos na secrecao de PRL ndo somente pelo estimulo da liberagado pelos
lactotrofos, mas também pela inibicido da atividade das trés populagcbes de
neurénios dopaminérgicos hipotalamicos (DeMARIA et al., 2000).

O tratamento com E, estimula a secre¢cdo de PRL (CALIGARIS et al.,
1974), através da reducao da resposta dos lactotrofos a dopamina (GUDELSKI et
al., 1981; FITCH & FREEMAN, 1996; CLOSE & FREEMAN, 1997; LIVINGSTONE
et al., 1998). Além disso, estimula as células da hipofise a produzir (ARBOGAST &
VOOGT, 1994) e a secretar PRL (HASHI et al., 1996) e promove um aumento na
transcricdo do gene da PRL (MAURER et al., 1990; YEN & PAN, 1998).
Entretanto, em situagdes de estresse em ratas OVX tratadas com E; e P, cujas
concentracdes plasmaticas de PRL pré-estresse sao elevadas, o E; falha em
induzir a secrecao de PRL. Nesses modelos experimentais, em resposta a
estresse, ocorre redugdo na concentragdo de PRL plasmatica (CALIGARIS &
TALESNIK, 1983).

A P também parece ter papel modulador na secregdo de PRL (JAHN,
1986). Quando administrada com E;, a P é capaz de adiantar e potencializar a
secrecao de PRL (CALIGARIS et al., 1974; POLETINI, 1998). Apds a injecao de
progesterona em ratas OVX tratadas previamente com E, (CALIGARIS &
TALESNIK, 1983; POLETINI, 1998) e ratas pseudoprenhas (MORISHIGE et al.,
1973), cujas concentragbes plasmaticas de PRL estavam aumentadas devido a
exposicao prévia ao estresse, foi observado um declinio na PRL e o estresse
falhou em afetar suas concentragdes (CALIGARIS & TALESNIK, 1983;
MORISHIGE et al., 1973), sugerindo que as altas concentragbes de P em
condicdes de PRL alta podem ser um fator modulador da inibicdo da secre¢ao de

PRL induzida por estresse.

1.10 Lactacao

A lactagao é caracterizada por mudangas dramaticas no eixo HPA. Dentre

os fatores que regulam a secrecdo de PRL, o estimulo da sucg¢do, os horménios

esterdides e o estresse sdo os principais. Durante a lactacdo, entretanto, o



estresse falha em induzir o aumento na secrecéo de PRL (HIGUCHI et al., 1989),
promovendo a reducdo na secrecdo de PRL. A lactagdo em mulheres esta
associada com um unico repertério enddcrino caracterizado pelo aumento na
secrecao de ocitocina (OT) e PRL e pela supressao do eixo hipotalamo-hipdfise-
gbnadas (ALTEMUS et al.,, 1995). Durante a primeira metade da lactagao, sao
secretadas altas concentracbes de P e PRL, e baixas concentracbes de
estrogénios, LH e hormbnio foliculo-estimulante (FSH) (TAYA &
SASAMOTO,1981; TAYA E GREENWALD, 1982). A sucgdo dos mamilos pelos
filhotes é essencial para a manutencao das altas concentracées de PRL durante a
lactacdo, que é caracterizado como um reflexo neuroenddécrino dependente da
intensidade do estimulo assim como do tamanho da ninhada. Na lactagao, ocorre
inibicdo da ovulagédo (HIGUCHI et al., 1989; ABBUD & SMITH, 1991) e supresséao
da secrec¢ao do hormdnio de liberagdo de gonadotrofinas (GnRH) pelo hipotalamo
induzida pela sucgdo dos mamilos (FOX & SMITH, 1984).

Estas mudancas sdo encontradas em todas as espécies de mamiferos, e
uma série de estudos com ratas lactantes demonstram redugdes significativas nas
respostas enddcrinas usuais ao estresse, incluindo diminuicdo de corticosterona
(LIGHTMAN & YOUNG, 1989; WALKER et al., 1992), catecolaminas (HIGUCHI et
al 1989), ocitocina (LIGHTMAN & YOUNG, 1989) e prolactina (GROSVENOR et
al, 1965; MOREHEAD & GALA, 1982; GALA & HAISENLENDER, 1986; BANKY et
al 1994). A diminuicdo da ag¢do do eixo HPA durante a lactacdo pode ser
responsavel pelo aumento da fungao imune em mulheres pés-parto. Uma redugao
no “feedback” negativo para glicocorticéides em mediadores inflamatoérios tém sido
associados com respostas inflamatérias a antigenos estranhos em animais
experimentais e a reatividade a estimulos inflamatdrios parece ser aumentada em
ratas lactantes (ALTEMUS et al., 1995). Todas essas mudancas fisioldgicas sao
necessarias para o sucesso no desenvolvimento dos filhotes.

O estimulo da succgao pelos filhotes responsavel pelo aumento na secrecéo
de PRL, envolve, pelo menos em parte, a supressado da atividade dopaminérgica
tuberoinfundibular no ARC (de GREEF et al., 1979; DEMAREST et al., 1983;
1985; WANG et al., 1993; HOFFMAN et al., 1994; LI et al., 1998,1999). A sintese

de DA, assim como a expressao da tirosina hidroxilase (TH), a enzima limitante na



via da biossintese de DA, estdo significantemente reduzidas (WANG et al., 1993;
ESCALADA et al., 1996), permitindo a adenohipdfise expressar uma habilidade
inerente para secretar PRL em um padrao muito alto (LEONG et al., 1983). Outras
evidéncias sugerem que a PRL liberada em resposta a sucgao interfere na ligagao
da DA a seus receptores localizados na glandula hipofise ou que a sucgao
promove a liberagdo de um fator liberador de PRL, provocando desta forma um
aumento nas concentragdes plasmaticas de PRL (SHEWARD et al., 1985).



Durante o periodo de lactacdo, estimulos estressantes promovem uma
reducdo nas concentracdes plasmaticas de PRL. Varias evidéncias demonstram
que a Ang Il € um neuropeptideo que participa na regulagdo da secrec¢ao de PRL.
Baseando-se nas evidéncias citadas anteriormente de que:

¢ A Ang Il central possui efeito inibitério sobre a secrecao de PRL;

¢ A Ang Il aumenta significativamente no plasma e no SNC apds estresse;

¢ O ARC possui receptores do tipo AT1 de Ang ll;

¢ A Ang Il parece modular a secre¢do de dopamina através da ativagao de

seus receptores no hipotalamo;

¢ Os esterdides gonadais modulam a expressao dos receptores de Ang ll;

formulou-se a hipétese de que a Ang |l central participa na regulagédo da redugao
nas concentracbes de PRL em resposta a estresse em ratas lactantes, podendo
esta acao ser devida a interacdo com receptores AT, no ARC e da liberacédo de
dopamina no sistema porta hipofiseal, sendo dependente das concentragcbes de
progesterona plasmatica. Para testar esta hipotese, avaliou-se o efeito da
microinjegao de Losartan, um antagonista nao-peptidico do receptor AT, de Ang Il
no ARC de ratas lactantes submetidas a estresse por éter em dois momentos da
lactacdo que supostamente apresentam padrées diferenciados nas concentragdes
de PRL e P (7° e 20° dias de lactacao).



OBJETIVO GERAL

Testar o efeito da microinjecdo do antagonista AT4 de Ang Il, na secrecao

de prolactina em resposta a estresse agudo em ratas no 7° e 20° dias de lactagao.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Verificar as concentragdes plasmaticas de prolactina, estrégeno e

progesterona em ratas lactantes no 7° e 20° dias pés-parto;

¢ Avaliar o efeito do estresse agudo na secregao de prolactina em fémeas

no 7° e 20° dias de lactagao;

¢Investigar a participagcdo da Ang Il central sobre a concentragéo
plasmatica de prolactina em fémeas no 7° e 20° dias de lactagéo, através da
microinje¢ao do antagonista AT de Ang Il, relacionando com as concentragdes

de estrogeno e progesterona.



MATERIAL E METODOS

Animais

Ratas Wistar prenhas (peso corporal de 180-350g) provenientes do biotério
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS foram mantidas em ciclo
claro-escuro de 12 horas (6:00 as 18:00 h) e temperatura (24° + 0,5°C)
controlados e livre acesso a agua e ragao. Alguns dias antes do parto, as fémeas
foram separadas em caixas individuais. O dia do parto foi designado como dia 0
de lactacao e a ninhada foi ajustada para 8 filhotes. As fémeas que tiveram menos

de 8 filhotes nao foram utilizadas no experimento.

Grupos experimentais

a) Grupo pré-estresse: sem implantacdo de canulas e sem exposi¢do ao
éter, para dosagem das concentragdes plasmaticas de PRL, aos 7 (n=12) e 20
(n=16) dias; P aos 7 (n=12) e 20 (n=10) dias; e E2 aos 7 (n=12) e 20 (n=10) dias

de lactacgao;

b) Grupo estresse: sem implantagdo de canulas e submetidos ao estresse,
para dosagem de PRL aos 7 (n=14)e 20 (n=15) dias de lactagdo 5 minutos apés o

estresse;

c) Grupo estresse + salina: implantadas com canulas-guia para
microinjecdo no ARC, microinjetados com solugéo salina no ARC e submetidos
ao estresse, para dosagem de PRL aos 7 (n=17) e 20 (n=12) dias de lactagao, 5

minutos apos o estresse;

d) Grupo estresse + Losartan: implantadas com canulas-guia para
microinje¢gdo no ARC , microinjetados com antagonista losartan de Ang Il no ARC

e submetidos ao estresse, para dosagem de PRL ao 7 (n=13) e 20 (n=18) dias de



lactagdo, 5 minutos apds o estresse.

Anestesia

Os animais foram anestesiados via intramuscular com Xilasina (Ronpum) e
Cloridrato de Ketamina (Francotar), ambos na dose de 100 mg/kg de peso

corporal.

Cirurgia estereotaxica para implantagao de canula guia para

microinjegao no Arc

Trés dias antes do experimento, canulas-guia foram implantadas
bilateralmente com o auxilio do aparelho estereotaxico de David Kopf. A cabeca
era colocada em posicao reta no aparelho e a mandibula do animal era fixada de
maneira firme, com pinos colocados no conduto auditivo externo e os dentes
incisivos presos anteriormente (Fig. 1).

Apos fixados no estereotaxico, os ratos foram submetidos a uma inciséo
longitudinal na pele, na linha média da regido superior do cranio, expondo o
peridsteo, onde foi realizada técnica de trepanacao, com o auxilio de uma broca.
As canulas possuiam comprimento de 15 mm e didmetro externo de 0,6 mm. Para
a localizagao precisa do nucleo, foi utilizado o atlas de cérebro de ratos (PAXINOS
& WATSON, 1986) onde foram retiradas as medidas para o acesso cirurgico.
Foram utilizadas as seguintes coordenadas:

¢ Antero-posterior: 3,6 mm

¢lateral: 3,0 mm

e vertical: 8,0 mm

As medidas foram consideradas a partir da linha média do bregma como
ponto zero. A medida da coordenada vertical foi considerada a partir das
membranas meningeas. A canula, colocada obliquamente, com um angulo de 17°
ficava dois milimetros acima do ARC, e o acesso ao interior do nucleo era

realizado com o auxilio de uma agulha injetora que atingia a medida vertical de



10,0 mm no cérebro. Apds as canulas serem introduzidas, foram fixadas com
polimero sintético (acrilico) e com o auxilio de um pequeno parafuso acoplado ao
tecido 6sseo. Apos 3 dias de canulagéo, no dia do experimento (7° e 20° dias pos-
parto as 9 horas), os animais foram microinjetados lentamente com 0,2 ul de
Losartan ({2-n-butil-4-cloro-5-hidroximetil-1-[2’-(1H-tetrazole-5-il bifenil-4-il) metil]
imidazole}) conhecido como Du Pont 753, Merck — EUA, 10° M (grupos Losartan
7° e 20° dias de lactagao) ou 0,2 pl de solugao salina (grupos salina 7° e 20° dias

de lactagao) no ARC, 15 minutos antes do estresse.



Figura 1: Representacédo da técnica de estereotaxia. (A) cabeg¢a do animal fixada
ao aparelho estereotaxico. (B) introducédo da canula-guia no cérebro com angulo
de 17°.



Estresse por éter

Os animais foram colocados em uma cuba de vidro fechada saturada com
vapores de éter e permaneceram nesta atmosfera de éter por 1 minuto. Cinco

minutos apos o estresse, os animais foram mortos por decapitagao.

Coleta de sangue

Apds a decapitagdo, as amostras de sangue para as dosagens foram
coletadas do tronco cerebral em ambiente silencioso, com funis e tubos de ensaio
previamente heparinizados. O sangue foi centrifugado a 3000 rpm a 5°C e o

plasma isolado e estocado a -80°C.

Dosagens hormonais

As dosagens foram feitas por radioimunoensaio. Para os ensaios de PRL,
foram utilizados kits especificos fornecidos pelo National Institute of Arthritis,
Diabetes, Digestive and Kidney Diseases (NIADDK — USA) e o anticorpo para
precipitacdo foi produzido pelo laboratério do Dr. Celso R. Franci (FMRP-USP,
Brasil). As amostras foram medidas em duplicata. Para os estrogenos e
progesterona foram utilizados kits MAIA® da BIOCHEM IMMUNOSYSTEMS. Os
limites minimos para deteccdo de PRL, progesterona e estradiol foram de 0,09

ng/ml, 0,075 ng/ml e 07,5 pg/ml, respectivamente.



Analise histolégica da microinjegcao

Apos a decapitacdo, os cérebros dos animais foram retirados e imersos em
uma solugcdo de formol 10% para processamento histoldgico e verificagdo da
localizagcdo da injecao. Apds fixados, os cérebros foram cortados em vibratomo e
corados com azul de toluidina. A analise histologica da injec&o foi realizada com o
auxilio de um microscépio optico e de um Atlas (PAXINOS & WATSON, 1986).
Para o calculo das médias somente foram utilizados os resultados dos animais

cujas agulhas injetoras foram introduzidas no ARC (Fig. 2).

Analise Estatistica: Os resultados foram analisados pelo teste de variancia
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Newman-Keuls. Para as comparagdes
entre duas medias foi utilizado o teste t de Student; p<0,05 foi adotado como

critério de significancia.



RESULTADOS

Concentragoes pré-estresse de PRL, P e E2 (basais)

Nas ratas lactantes no 7° e 20° dias de lactacdo, ndao houve diferenca
estatistica entre as concentracées plasmaticas de E,, que permaneceram baixas
durante a lactagao (figura 3).

As concentragdes plasmaticas de P foram significativamente mais elevadas
em fémeas no 7° dia de lactagdo quando comparado com as de fémeas no 20° dia
de lactagao, demonstrando uma reducéo de 57,5 %, como verificado nas figuras 4
e 6.

As concentragdes plasmaticas de PRL sofreram uma redugdo de 65% no
20° dia de lactagao quando comparado com fémeas no 7° dia de lactagao (Figuras
5e6).

Dessa forma, demonstra-se que ocorreu uma redugao nas concentracoes
plasmaticas de PRL e P durante o periodo da lactagao, efeito esse ndo observado
nas concentragcdes de estradiol, que apresentou concentragdes muito reduzidas

nos dois momentos em que foram dosados (7° e 20° dias de lactagao).

Efeito do estresse por éter sobre a concentragao de PRL

O estresse agudo promoveu uma redugdo significativa (63,3%) nas
concentragdes plasmaticas de PRL aos 7 dias de lactagao (figura 7).

No 20° dia de lactagdo, o estresse também induziu uma diminui¢do das
concentragdes de PRL, e essa redugéo foi estatisticamente significativa (69,4%)
(figura 8).

Para testar um possivel efeito do procedimento de canulagdo sobre a
resposta de PRL ao estresse, formam comparadas as concentragdes de PRL nos
animais sem canulacdo e com microinje¢gao de salina no ARC no 7° dia de

lactacdo (concentracdo de PRL mais elevada). Os animais estressados (com e



sem microinjecao) apresentaram concentracdes semelhantes de PRL plasmatica
(figura 7).

A figura 7 apresenta ainda a comparagdo entre as médias de PRL
plasmatica de ratas estressadas e pré-injetadas com antagonista AT no 7° dia de
lactagdo. A diminuigdo nas concentracdes de PRL promovida pelo estresse nao foi
observada nos animais tratados com losartan), indicando que o losartan
microinjetado no ARC impede a queda nas concentragbes de PRL induzida pelo
estresse.

Por outro lado, em fémeas no 20° dia de lactagado, observou-se 0 mesmo
padrao de diminuicdo nas concentracbes de PRL induzido pelo estresse com ou
sem tratamento com losartan, demonstrando que o Losartan aparentemente nao

modificou essa resposta ao estresse (figura 8).
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Figura 3 - Concentragdes plasmaticas pré-estresse de
estradiol (pg/ml £+ EPM) em ratas no 7° dia de lactagao
(8 filhotes por ninhada, n=12) e no 20°dia de lactagao
(8 filnotes por ninhada, n=10).
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Figura 4 - Concentragdes plasmaticas pré-estresse de
Progesterona (ng/ml £+ EPM) em ratas no 7° dia de
lactacdo (8 filhotes por ninhada, n=12) e no 20° dia
de lactagdo (8 filhotes por ninhada, n=10). * (p < 0,05).
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Figura 5 - Concentragdes plasmaticas pré-estresse de PRL
(ng/ml £ EPM) em ratas no 7° dia de lactagdo (8 filhotes
por ninhada, n=12) e no 20° dia de lactagdo (8 filhotes
por ninhada, n=16). * (p < 0,05).
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Figura 6 - Percentual da concentragao de prolactina
(PRL)(ng/ml) e progesterona (P) (ng/ml) em ratas no
20° dia de lactacdo em relacédo a concentracédo no 7°
dia de lactagéo (100%).
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Figura 7 - Concentragdes de PRL (ng/ml £ EPM) em ratas no 7°

dia de lactag&o (Pré-estresse, n=12) 5 min apods estresse (éter 1

min) e microinjetados no ARC com salina (Estresse+salina,20 pl,
n=17) e losartan (Estresse+losartan®M, n=13 )a b, P<0,05.
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Figura 8 - Concentragdes plasmaticas de PRL (ng/mi+ EPM)
em ratas no 20° dia de lactacao (Pré-estresse, n=16) min apos
estresse (éter 1min)(Estresse n=15) e microinjetadas no ARC
com Losartan (Estresse + Losartan, 0,2 pl, 10° M, n=18),a b
p<0,05.



DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram que, fémeas no 7° dia de lactagao
apresentaram altas concentragcbes plasmaticas de PRL, que sofreram reducao
significativa aos 20 dias, porém ainda permaneceram relativamente altas se
comparadas com dados classicos da literatura para fémeas ciclando (SMITH,
1975). Esse comportamento da PRL € bastante caracteristico e ja foi verificado
anteriormente por Taya & Sasamoto, 1981, que demonstraram que as
concentracbes de PRL sdo grandemente aumentadas durante os 10 primeiros
dias de lactagdo e sofrem redugédo gradual. Considerando que a PRL é muito
importante para a sintese de leite pelas glandulas mamarias e manutencdo da
secrecao de leite, € necessario que suas concentragdes permanegam elevadas,
principalmente na primeira metade da lactacdo. A queda significativa observada
aos 20 dias provavelmente esta relacionada a fase de desmame, que em roedores
ocorre proximo aos 21 dias de idade, desta forma, a succao pelos filhotes diminui,
reduzindo o estimulo para secrecdo de PRL. No periodo de lactacido o estimulo da
succao dos mamilos pelos filhotes (BEN-JONATHAN, 1985) esta associado com a
supressédo da TIDA no ARC (de GREEF et al., 1979; DEMAREST et al., 1983;
1985; WANG et al.,, 1993; HOFFMAN et al., 1994; LI et al., 1998,1999), o que
explicaria o aumento das concentragbes de PRL durante a lactagdo. Segundo
Wang et al., 1993, a expressdo da TH esta suprimida durante a lactagdo, com
diminui¢ao da proteina e do RNAmM da TH e a reducéo na expressao da TH o que
contribui para a diminuigdo do tdbnus dopaminérgico. Além disso, as concentragdes
de DA estdo reduzidas na hipofise e na ME (SELMANOFF & WISE, 1981),
permitindo a manutencgao das altas concentracées de PRL durante a lactacao.

A atividade dos neurdnios do sistema TIDA é regulada pela PRL. Aumentos
nas concentragdes plasmaticas de PRL aumentam a atividade desses neurdnios e
a secrecao de DA na ME (MOORE, 1987). Durante a lactagao, entretanto, esta
regulacdo por “feedback” da PRL nao estd operante, porque as altas

concentracbes de PRL nao estdo associadas com o aumento da TIDA. Esta



dissociagao aparente entre a TIDA e a secrecdo de PRL deve ser um dos
mecanismos que, juntamente ao estimulo da sucgdo dos mamilos, contribuem
para que as altas concentragdes de PRL sejam sustentadas durante a lactagao.

A PRL é um horménio que responde a estimulos estressantes. A exposig¢ao
a varios tipos de estresse promove aumento na secre¢cdo de PRL em ratos
machos e fémeas ciclando (NEILL, 1970; WAKABAYASHI et al., 1971; EUKER et
al., 1975, DEMAREST et al., 1985). Por outro lado, nossos resultados
demonstraram que o éter promoveu uma redugéao significativa das concentragdes
plasmaticas de PRL nas fémeas lactantes, reforcando dados anteriores de outros
autores que sugerem que o estresse por éter reduz as altas concentragdes de
PRL de ratas lactantes com sucg¢ao continua (TERKEL et al., 1972; STERN &
VOOGT, 1974; RIEGLE & MEITES, 1976), mas promove um aumento das baixas
concentracdes plasmaticas de PRL de ratas lactantes sem ou com reduzida
succao das mamas (TERKEL et al., 1972; STERN & VOOGT, 1973; BLAKE, 1974;
GROSVENOR et al.; 1979). Similarmente, a exposicdo ao éter produz uma
reducdo das elevadas concentracbes de PRL de ratas na tarde do proestro
(MORISHIGE & HOTCHILD, 1974; RIEGLE & MEITES, 1976; POLETINI, 1998).
Esse efeito paradoxal do estresse sobre a secregdo de PRL, promovendo
aumento ou reducdo na secregdo dependendo do estado fisiolégico do animal,
resulta em varios questionamentos sobre o porqué dessas diferentes respostas e
quais os possiveis mecanismos envolvidos na regulagao desses efeitos, o que por
sua vez ainda n&o esta bem esclarecido.

E bem estabelecido que em resposta a varios tipos de estresse fisioldgico,
a funcdo reprodutiva é a primeira a ser afetada. Desta forma, fisiologicamente
parece pertinente atribuir a um sistema neuropeptidico, o envolvimento na
responsividade ao estresse como um sistema modulador da fungéo
neuroenddcrina reprodutiva. A Ang Il central parece modular
significantemente o efeito da resposta ao estresse. De fato, a exposigdo aguda a
estressores neurogénicos induz a expressdao do RNAm dos receptores AT e AT
em duas areas cerebrais associadas ao estresse, o PVN e o Locus Coeruleus
(LC) (DUMONT, 1999) e o estresse por imobilizagdo aumenta a atividade da

renina plasmatica, indicando uma atividade do RAS periférico (JINDRA et al.,



1980) . Além disso ocorre um aumento nas concentragdes de Ang Il no plasma e
SNC apds estresse agudo e cronico (YANG et al., 1996), sugerindo que o sistema
da Ang Il possui um papel muito importante nos mecanismos que dirigem a
resposta do sistema de estresse.

Nossos dados demonstraram que em fémeas lactantes no 7° dia, as
elevadas concentracbes de PRL foram reduzidas devido a aplicacdo de estresse
por éter e o bloqueio dos receptores de Ang Il no ARC impediu a redugao das
concentragdes plasmaticas de PRL apos estresse, sugerindo que a Ang |l central
esta envolvida na regulagcdo da secregcao de PRL em resposta ao estresse nesse
periodo. Essa modulagdo da Ang Il provavelmente € feita via estimulacédo da
liberacdo de DA, o fator inibidor predominante da secrecdo de PRL. Foi
demonstrado que a Ang Il regula as concentragées de DA do ARC (STEELE et
al.,1982) e facilita a liberagdo de DA pelo hipotdlamo (INOUE & NEGRO-VILAR,
1989). O efeito inibitério da Ang Il central na modulagdo da secre¢cdao de PRL
provavelmente ocorre via ARC. O ARC dorsomedial contém neurdnios
dopaminérgicos (FUXE, 1964) e as fibras nervosas imunorreativas a Ang Il estao
localizadas proximas a esses neurdnio. Além disso, no ARC e em todas as areas
hipotalamicas relacionadas com o controle da hipdéfise, todos os receptores de Ang
Il sdo do tipo AT (TSUTSUMI & SAAVEDRA, 1991), e particularmente no ARC, o
RNAm desse receptor possui colocalizagdo com a TH. (JOHREN et al., 1997). A
nossa hipétese é que através da estimulagdo desses receptores a Ang Il central
exerce um efeito inibitério sobre a secrecdo de PRL pelo estimulo da sintese e
liberacdo de DA. A queda na secrec¢ao de PRL induzida pelo estresse na tarde do
proestro é acompanhada por um aumento na atividade dopaminérgica
tuberoinfundibular (MOREHEAD et al., 1990); além disso, a administracdo de
Pimozide, um antagonista dopaminérgico, impediu a redugao de PRL induzida por
estresse, sugerindo que essa queda nas concentracbes de PRL seja mediada
pela DA (GALA & HAISLENDER, 1986).

As concentragbes plasmaticas de P se encontravam bastante elevadas
tanto em no 7° dia quanto no 20° dia de lactacdo quando comparadas com dados
da literatura de ratas ciclando (SMITH 1975), porém com reducgao significativa aos

20 dias quando comparados com ratas no 7° dia de lactacao, corroborando com



dados anteriores onde se verificou que as concentragdes de P comegam a reduzir
no 17° dia de lactagédo e continua diminuindo até o 20° dia de lactacdo (TAYA et
al., 1989). A semelhanca no padrao de queda nas concentragcdes plasmaticas de
PRL e progesterona no 20° dia de lactagdo quando comparados com o 7° dia,
sugerem uma interagdo entre esse dois horménios, que tem origem na sucgao.
Grosvenor & Keenan, 1992 demonstraram que a PRL age como um hormdnio
luteotrofico, que é caracterizado pelo aumento da secreg¢ao de P pelo corpo luteo,
através da potencializacao dos efeitos do LH (RICHARDS & WILLIAMS, 1976) e
da inibicdo da enzima 20y-hidroxiesteroide desidrogenase, responsavel pela
sintese de um metabdlito da P, que é inativo. Desta forma, durante a lactacao, o
aumento das concentracdes de PRL promove o0 aumento nas concentragdes de P,
que por sua vez possui efeito inibitério sobre a secrecdo de LH e FSH
(GROSVENOR & KEENAN, 1992; FREEMAN, 1998). A redugdo nas
concentragcdes de LH e FSH entao promove uma reducgdo nas concentragdes de
estradiol, como verificado em nossos dados.

As reduzidas concentracdes de E, tanto no 7° quanto no 20° dias de
lactacdo confirmam os resultados anteriormente observados por Taya et al., 1989,
demonstrando que as concentracdes de E; permanecem baixas desde o 1° até o
20° dias de lactagao. Esses resultados confirmam o perfil endécrino de lactagao
de alta concentragdo plasmatica de P e baixa concentragdo de E;, (LEE et al.,
1989; SMITH & NEILL, 1977). Contudo, a expressao de receptores de P é
dependente do E, (JOHREN et al., 1997; SCOTT, 2000), assim, ainda néo fica
esclarecido a forma como a P estaria exercendo suas ag¢des durante a lactacao,
uma vez que as concentragdes de E; estdo muito reduzidas. Além disso a P
promove uma "up regulation" homadloga sobre seus proprios receptores (TSENG &
ZHU, 1997), o que dificulta ainda mais o entendimento de sua acédo nesta
situacéo.

O aprofundamento das investigacbes sobre o mecanismo de agédo da P
talvez possam explicar esta aparente contradicdo. Resultados recentes
demonstram que a P pode desenvolver acbes através de sistemas nao
relacionados com os efeitos classicos do receptor intracelular (TESSIER, 2000).

Alguns desses efeitos, inclusive, modulam respostas de receptores excitatorios e



inibitérios no SNC (SMITH, 1989; HARRISON et al., 1987) e sao opostos aos
desencadeados pelo estrogeno. A velocidade das respostas produzidas sugerem
que estes efeitos ndo requerem alteracbes da expressdo génica, mas sao
resultados de uma acéo direta sobre a membrana celular (HOFFMAN et al., 1995).
Independente do mecanismo de agdo dos esterdides sobre o SNC, as altas
concentracdes de P e baixas concentracbes de E, associadas a lactacdo, devem
ser importantes alteragdes da responsividade neuronal nessa situacao
(HOFFMAN et al., 1995).

Nossos resultados sugerem que em situagdes de estresse em fémeas
lactantes, cujas concentracbes de PRL basais pré-estresse sao extremamente
altas devido ao estimulo da succgéo, a P deve agir em seus receptores localizados
no ARC para induzir a expressao de receptores do tipo AT de Ang Il, aumentando
desta forma a atividade do sistema de Ang Il no ARC. A Ang Il entdo deve
estimular a sintese e liberacdo de DA pelos neurénios dopaminérgicos, inibindo a
secregao de PRL. A hipotese acima é embasada em dados da literatura que
demonstram que alteragbes nas concentracbes dos horménios reprodutivos
promovem mudangas na atividade do sistema AT, cerebral (SAAVEDRA, 1992;
STEELE, 1992; SELTZER, 1993). A P aumenta a secre¢cdo de DA na circulagao
porta-hipofisaria (CRAMER et al. 1979), que pode ocorrer devido a uma regulagéo
no numero de receptores AT{ de Ang Il no ARC dorsomedial, que apresenta
receptores de E; e P (WAREMBOURG et al.,, 1989). Johren et al., 1997
verificaram por hibridizacdo in situ que ocorre um aumento no RNAm para
receptores AT de Ang Il no ARC de ratas OVX tratadas com E;, e P, o que nao foi
observado em ratas OVX sem reposi¢cao hormonal, demonstrando uma inducéo da
expressdo do gene do receptor AT; de Ang Il no ARC pelos horménios
reprodutivos.

Em suma, a lactagdo esta associada a supressdo da secrecdo de
hormdnios em resposta ao estresse, como a diminuigao na secreg¢ao de PRL. Esta
resposta difere da resposta de ratos machos e fémeas ciclando, que respondem
ao estresse com um aumento na secregao de PRL. A PRL parece possuir um
efeito protetor quando secretada em resposta ao estresse, contra as possiveis

acdes deletérias dos glicocorticdides também liberados em resposta ao estresse



nesses animais. Na lactacao, entretanto, a redu¢ao nas concentragdes de PRL em
resposta ao estresse parece ocorrer devido as elevadas concentracbes de PRL
pré-estresse. A acéo fisiologica dessa queda na secrecdo de PRL ainda é incerta.
O conjunto de dados aqui apresentados demonstraram que a Ang Il central
€ um importante modulador da supressao da secre¢dao de PRL em resposta ao
estresse em ratas lactantes no 7° dia, cujas concentragdes plasmaticas de PRL e
P estdo muito elevadas. No 20° dia, cujas concentragcbes de PRL e P estao
significantemente reduzidas, a Ang Il parece nao estar envolvida na secregao de
PRL, sugerindo que essa modulagdo parece ser dependente das concentragdes
plasmaticas de PRL e P pré-estresse e que a progesterona promove a “up-
regulation” heterélaga sobre o receptor AT4 no nucleo arqueado; desta forma, a
auséncia de efeito da Ang Il no 20° dia de lactagdo estd associada a uma
concentracdo de P mais baixa. Além disso, esses resultados ao demonstrarem
uma auséncia na participagcao da Ang Il na resposta de PRL ao estresse no 20°
dia indicam a participacdo de outros mecanismos e/ou sitios de acdo na
composicao deste efeito, mostrando a complexidade da regulacédo da secrecéo de

PRL em resposta a estresse em fémeas lactantes.



CONCLUSOES

¢0O estresse por éter provoca uma reducdo na concentragdo de PRL
plasmatica em ratas lactantes no 7° e 20° dias de lactagéao.

¢ A Ang Il central participa do mecnismo de redugao na concentragao de
PRL plasmatica provocada pelo estresse no 7° dia de lactacao.

¢ No 20° dia de lactacdo a Ang Il aparentemente nao esta envolvida na
resposta da PRL ao estresse.

¢ No 20° dia de lactagdo as concentragdes plasmaticas de PRL e
progesterona sao significativamente menores que no 7° dia, porém mais elevadas
que as concentragdes descritas na literatura, apresentando os dois hormonios o
mesmo padrao de queda.

¢ A concentragao plasmatica de estradiol é reduzida tanto no 7° quanto no
20° dia de lactacgao.

+ Na lactacao a resposta da PRL ao estresse € inversa a observada nas
situagdes em que sua concentragcao nao é tao elevada.

¢A Ang Il central exerce um papel importante na redugcdo da PRL
provocada pelo estresse no 7° dia de lactacdo, confirmando a hipétese de que a

Ang Il cerebral, ao contrario da sistémica e hipofisaria, atua como inibidor da PRL.
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