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RESUMO

Objetivo: Avaliar asalteracbesmorfol 6gicaspromovidaspel ahiperpro-
lactinemia induzida pela metoclopramida na cérnea de camundongas
duranteafasedeproestro enagestacéo. M étodos: Quarentacamundongas
adultasforamdivididas, al eatoriamente, em doisgrupos, asaber: contro-
le (CTR1) emetoclopramida (MET1). Apbés50 dias metade dosanimais
de cadagrupo foram sacrificados. O restante dos animaisfoi acasalado,
constituindo dois grupos: controle prenhe (CTR2) e o metoclopramida
prenhe (MET2), quefoi sacrificado no 6° dia de gestacao. Apds decapi-
tacdo dos animais coletou-se sangue para dosagens de estradiol, pro-
gesterona e prolactina, em seguida removidos os globos oculares para
estudo histomorfométrico da cérnea. Resultados: As espessuras do
epitélio, estroma, endotélio e a espessura total das corneas dos grupos
experimentais: MET1 e MET2 mostraram-se mais espessados quando
comparados com os grupos controles: CTR1 e CTR2, respectivamente.
Houve reducéo dos niveis hormonais do estrogénio e da progesterona
nos animais que receberam metoclopramida em comparagdo com 0s
respectivoscontroles(CTR1: estradiol = 156,6+42,2 pg/ml; progesterona
= 39,4+5,1 ng/ml; prolactina = 130,4+26,2 ng/ml; MET1: estradiol =
108,0+33,1 pg/ml; progesterona = 28,0+6,4 ng/ml; prolactina= 551,5+
23,3ng/ml; CTR2: estradiol = 354,0+56,0 pg/ml; progesterona= 251,0+
56,0 ng/ml; prolactina = 423,2+28,1 ng/ml; MET2: estradiol = 293,0+
43,0pg/ml; progesterona=184,0+33,0ng/ml; prolactina=823,1+51,1 ng/ml).
Conclusao: A hiperprolactinemiainduzidapelametocl opramidaprodu-
Ziu espessamento da cornea, sobretudo, em camundongas prenhes.
Possivelmente este efeito esté relacionado com a redugéo da produgdo
hormonal de estrogénio e de progesterona.

Descritores: Hiperprolactinemia/induzido quimicamente; Metoclopramida/administracéo
& dosagem; Coérnea/patologia; Histocitometria; Ratos

INTRODUCAO

E relatado que em algumas mulheres com glaucoma, as pressies intra-
ocular sistémica e 0 peso aumentaram durante o periodo para-menstrual,
que compreende quatro dias precedentes a menstruacéo e quatro dias da
menstruacdo. Estes dados sugerem relagéo entre os hormdnios sexuais e a
producéo de humor aquoso pelo olho®. Além disso, foi detectado maior
concentracdo de prolactina no humor aquoso do que na circulagdo em
mulheres normaiss, que pode sugerir que a prolactinateriatambém papel na
regulacdo da fisiologia das células banhadas pelo humor aquoso. Estes
autores relacionaram aindaa prolactinacom agénese do glaucomaagudo®.
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A prolactina (PRL) € um horménio polipeptidico secretado
pelahipdfise. E constituidapor umacadeiade 198 aminoacidos,
com peso molecular de 23 quilodaltons®. A deteccdo na espé-
cie humana s foi possivel apés o advento da técnica de ra-
dioimunoensaio®. E conhecida por controlar a secrego lactea,
bem como, exerce acdo sistémica, incluindo seu efeito narepro-
ducéo tanto em seres humanos quanto em outros mamiferos®.

A prolactina atua de modo sinérgico com a progesterona e
0 estrogénio na promocao do crescimento e do funcionamento
das glandulas mamarias e outros tecidos-alvo. Esta também
envolvidacom o equilibrio hidrico, bem como no crescimento
e diferenciacéo celular, regulacdo da sintese de proteinas, e
regulacédo de respostas imunol 6gicas’®?.

Na area experimental, ametoclopramidatem sido bastante
utilizada em animais, com o propdésito de estudar os niveis
séricos de PRL e os efeitos da elevagdo deste hormonio®, por
atuar diretamente sobre a hipéfise, aumentando a sintese de
prolactina®. Nas glandulas lacrimais de camundongas adul-
tas, a hiperprolactinemia induzida por esse farmaco induz a
reducéo do trofismo desse tecido®.

Em humanos, contribui com aregulagéo hormonal dapres-
sdo intra-ocular. Este fato se baseia em estudos que compara-
ram amedida da press&o intra-ocular de pacientes com hiper-
prolactinemia e voluntarios saudaveis, mostrando aumento de
aproximadamente 38% maior em participantes com hiperpro-
lactinemia do que em os sem essa alteragao endocrina®. Ha
relatos sobre aumento de pressdo intra-ocular, pressdo san-
guinea e peso, simultaneamente, durante o periodo de pré-
menstruacdo. Além disso, esta elevacéo é maior nas pacientes
com glaucoma de angul o fechado do que aquel as com glauco-
macronico simples. Estesfatosreforgam arelagdo daprolacti-
na e a producdo de humor aquoso®. Estudos recentes mos-
tram que pacientes com hipertensdo ocular tém a espessura da
cornea central mais espessa do que pessoas normais. Essas
mudancas endoteliais estdo possivelmente relacionadas com
a elevagdo cronica da pressdo intra-ocular®™. Ja pacientes
com glaucomacom estabilizacdo dapressdointra-ocular, apre-
sentaram coérneas mais finas do que as normais®?.

A interacdo entreaprolactinae o cortisol é capaz de marcar
um notavel aumento na produgdo de humor aquoso®. No
epitélio do corpo ciliar, aprolactina poderiamodul ar positiva-
mente a acao dos corticodides, elevando a pressdo intra-ocular.
Além disto, detectou-se maior concentragdo de prolactina no
humor aquoso do que na circulagdo, que pode sugerir que a
prolactina teria também papel na regulagéo da fisiologia das
células banhadas pelo humor aquoso®®. Contudo os dados
sobre os efeitos da hiperprolactinemia na cérnea ainda séo
escassos. Portanto, o presente trabalho avaliou a histomorfolo-
giae histomorfometriada cornea de camundongas tratadas com
metoclopramida durante a fase de proestro (pico hormonal de
esterdides sexuais) e a gestacéo (elevagdo de progesterona).

METODOS

O estudo foi realizado no Biotério Central do Departamento
de Morfologia, Disciplinade Histologiae Biologia Estrutural e
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aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisas da Universidade
Federal de Sao Paulo - Escola Paulistade Medicina(UNIFESP-
EPM). Foram utilizadas camundongas (Mus muscul us) adultas,
albinas, com 100 dias de idade, virgens, procedentes do Cen-
tro de Desenvolvimento de Modelos de Experimentacéo
(CEDEME) daUniversidade Federal de S&o Paulo. Osanimais
foram mantidos, em nimero de 10 por gaiola, com alimentacéo
eaguaad libitum, em temperatura ambiente de 22°C, ilumina-
¢ao artificial com |&mpadas fluorescentes marca Phillips (mo-
deloluz do diade 40W). Foram mantidos em fotoperiodo claro
de 12 horas intercalado com periodo escuro de 12 horas,
sendo o periodo de luz das 6:00 as 18:00 horas.

Apbs uma semana de adaptacéo ao novo ambiente, foram
colhidos esfregagos vaginais diérios durante 15 dias consecu-
tivos paramonitorar aperiodicidade do ciclo estral. O material
citol 6gico obtido por esfregago vaginal foi colocado em |ami-
nas histolégicas e fixado em solucéo alcool-éter em partes
iguais, sendo entdo submetido a coloracéo de Harris-Shorr.
Assim foram determinadas as fases do ciclo estral, ou sgja, 0
proestro, estro, metaestro e diestro. Somente os animais que
apresentavam dois ciclos estrais normais (4 a 5 dias) foram
incluidos no estudo.

Quarentaanimaisforam divididos, aleatoriamente, inicial-
mente em dois grupos: controle ndo-prenhe (CTR1) - compos-
to de 20 camundongas que receberam injecdes didrias, via
subcutanea, de 0,2 ml de solugéo salinaa0,9%, e metoclopra-
mida n&o-prenhe (MET1) - constituido de 20 camundongas
que receberam injegoes didrias, via subcutanea, de 200 pg de
metoclopramida, dissolvidos em 0,2 ml de solugdo salina a
0,9%. A dose e aduragéo de tratamento com metoclopramida
queinduz hiperprolactinemiafoi determinadaem outro experi-
mento realizado em nosso laboratorio®.

Todos os animais receberam solugdo salina ou metoclo-
pramida durante 50 dias consecutivos, sempre as 18:00 horas.
Apds a administragdo do farmaco ou da solucéo fisiolégica,
colhia-se material paraavaliar o ciclo estral. No 50° dia, logo
apo6s a administracdo das solugdes, os animais de ambos os
grupos que se encontravam na fase de proestro foram sacrifi-
cados. Os animais restantes foram entao colocados para aca-
salamento, na proporcéo de trés fémeas para cada macho,
sabidamente reprodutor.

Comprovou-se a copula pela presenca de tampao de esper-
matozéides na vagina. Em alguns animais, que apresentavam
dilatagdo do orificio externo davagina, realizou-se acoletado
material presente no seu interior para identificagéo de esper-
matozoides em microscopiadeluz. Metade dosanimaisprenhe
néo foi tratada, constituindo o grupo controle prenhe (CRT2),
e a outra metade foi medicada com metoclopramida, como
descrito anteriormente, constituindo ent&o o grupo metoclo-
pramida prenhe (MET2). Sacrificaram-se os animais destes
dois grupos no 6° dia de prenhez.

I mediatamente apos a decapitacéo dos animais, coletou-se
sangue para determinagéo hormonal (estrogénio, progestero-
na e prolactina) e a seguir, retiraram-se os globos oculares
para processamento histoldgico e estudo em microscopia de
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luz. Paratanto, primeiramente, mergulhou-se os globos ocul a-
res em formol a 10% tamponado, durante duas horas, poste-
riormente as cérneas foram retiradas com auxilio de tesoura e
cortadas ao meio. Em seguida foram mergulhadas novamente
em formol e apds 10 horas processadas para inclusdo em
parafina. Na seqiiéncia, incluiram-se as pecas histoldgicas de
tal maneira que pudéssemos observar cortes transversais da
porcéo média da cornea ao microscopio de luz. Os blocos de
parafina foram cortados em micrétomo do tipo Minot, ajusta-
do para 3 um e os cortes obtidos foram corados pela hematoxi-
linaeeosina(H.E). Parte do soro congelado a-20°C foi envia-
do paraaCaliférnia(EUA) paradosagem da prolactina.

Avaliacdo morfométrica

Redlizou-se a avaiacdo histol6gica e morfométrica por cap-
tura de imagens, as quais foram analisadas pelo programa
AxionVision da Zeiss. A captura de imagens consiste em um
microscopio de luz Axiolab Standart, acoplado auma camerade
video dealtaresolugéo AxionCam (Carl Zeissdo Brasi| Ltda), que
transmite aimagem aum computador que contém este programa.

Para cadaanimal, foram feitas 5 |aminas e em cada uma, trés
leituras, uma na érea central e outras duas na porcao periférica,
sempre tomando o cuidado de se considerar a menor espessura
observada. Para cadaanimal foi efetuado um valor médio dessas
15 medidas. Analisou-se, em cadalaminade cérnea, 0s seguintes
itens: 1) espessura de epitélio anterior; 2) espessura de estroma;
3) espessura de endotélio €; 4) espessura total da cornea.

Determinacéo sérica de estradiol, progesterona e prolactina

No sangue obtido foram dosados por imunoensaio enzimé-
tico quimioluminescente competitivo em fase sdlida, os niveis
deestradiol ede progesterona (Immulite®, USA), com sensibili-
dade de 15 pg/ml e 0,2 ng/ml respectivamente parao estradiol e
a progesterona, com alta especificidade para estes hormonios.

Os niveis séricos de prolactina foram determinados por
radioimunoensaio homologo, usando “mouse prolactin RIA
kit”. Procedimento realizado no “Pituitary hormones and anti-
seraCenter Harbor —UCLA Medical Center, California’.

Analisaram-se os resultados pelo teste t de Student n&o
pareado separando-se os animais ndo-prenhes das prenhes.
L evando-se em consideragéo os resultados dos animais com e
sem tratamento pela metoclopramida durante a fase de proes-
tro (CTR1 e MET1), em separado das camundongas prenhes
(CTR2eMET2).

RESULTADOS

Morfol6gicos

Grupo controlenao-prenhe (CTR1): acorneaapresentou-
semaisdelgadaem relacéo ao grupo que recebeu metocl oprami-
da: naregido anterior nota-se epitélio estratificado pavimentoso
nao queratinizado constituido por 5 a 6 camadas de células, o
estroma esta formado por lamelas col&genas e na regido poste-

rior da cornea nota-se a presenca de um epitélio pavimentoso
simples, denominado de endotélio posterior. Observou-se em
algumas regiBes a presenca de eosindéfilos (Figura 1A).

Grupometoclopramidandoprenhe(MET1): acOrneaapre-
senta a mesma arquitetura observada no grupo controle n&o
prenhe em relacdo ao epitélio anterior, estroma e endotélio
posterior. Nota-se que o epitélio anterior da cornea esta cons-
tituido por 9 a 10 camadas de células, o estromamais espesso,
com maior nimero de lamelas col&genas, quando comparado
ao grupo controle ndo-prenhe. No endotélio posterior da
cornea ndo se notou alteragdes (Figura 1B).

Grupo controle prenhe (CTR2): a cérnea apresentou-se
parecidaao do grupo controle ndo prenhe, ou seja, maisdelga-
da. O epitélio anterior da cornea esté constituido por 6 a 7
camadas de células; o estroma formado por tecido conjuntivo
denso, e o endotélio posterior muito parecido ao do controle
ndo prenhe (CTR1). Observou-se eosindfilos nas bordas da
cornea(FiguralC).

Grupometoclopramidaprenhe(MET2): Ascorneasdeste
grupo apresentaram-se bem parecidas com as do grupo meto-
clopramida ndo-prenhe. Notamos que o epitélio anterior apre-
senta-se constituido por 7-8 camadas de células, sendo o
estroma mai s espesso, com maior nimero de lamelas colége-
nas, quando comparado ao grupo controle prenhe. No endoté-
lio posterior da cornea ndo notamos alteracfes (Figura 1D).

Morfométricos

A espessura do epitélio, estroma, endotélio e o total da
cornea dos grupos néo-prenhe (MET1) e prenhe (MET2) que
receberam metoclopramida mostraram-se significativamente
aumentados em relag&o aos respectivos grupos controle, néo-
prenhe (CTR1) como o prenhe (CTR2), que nédo receberam
metoclopramida. Os valores das espessuras do epitélio, estro-
ma, endotélio e a espessura total das cérneas dos grupos
experimentais:. MET1 (10,6x0,6; 54,7+3,5; 3,7+1,2; 98,8+

Figura 1 - Fotomicrografias mostrando parte dos cortes das cérneas

das camundongas pertencentes ao grupo CTR1 (A), MET1 (B), CRT2 (C)

e MET (D). Observar epitélio anterior da cérnea (Ep), estroma (E) e
endotélio posterior da cérnea (seta). H.E.= aumento de 200x.
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5,4um) eMET2(9,7+0,7; 62,5+4,4; 3,5+1,2; 102,9+6,7 um) mos-
traram-se mais espessados quando comparados com 0S
grupos controles: CTR1 (7,6+0,5; 60,8+3,9; 3,8+1,0; 103,8+
5,5um) eCTR2(7,6+0,5; 47,5+2,8; 3,2+0,4; 79,7+3,8 um), res-
pectivamente (Tabelal).

Dosagens de estradiol e progesterona

Houve aumento significativo nos niveis de estrogénio e
progesterona nos grupos prenhes (CTR2 e MET2) em compa-
racdo aosndo-prenhes (CTR1eMET1) (p<0,05). Quando com-
parado os grupos com e sem metoclopramida, detectou-se
reducéo significante nos valores desses hormdnios nos gru-
pos ndo-prenhe (MET1) e prenhe (MET2) que receberam me-
toclopramida, em relacdo aos grupos ndo prenhe (CTR1) e
prenhe (CTR2) que receberam apenas veicul o, respectivamen-
te (p<0,05). Os niveis de prol actinamostraram-se aumentados
nos grupos MET1 e MET2, quando comparados com 0s gru-
pos CTR1 e CTR2 respectivamente (Tabela 2).

DISCUSSAO

Os primeiros estudos sobre a ag@o de hiperprolactinemia
sobre o globo ocular foram em 1987®. Estes autores mostraram
que a hiperprolactinemiaaumenta a press&o intra-ocular huma-
na. Entretanto, pouco se sabe sobre as repercussdes deste
aumento pressorico sobre as estruturas do globo ocular®,

Alguns trabalhos podem auxiliar na hipétese de que a
hiperprolactinemiaalterando apresséo intra-ocul ar, determine
alteracOes morfoldgicas no olho. Reforgando estaidéia, estu-
dos mostram correlacdo entre a espessura da cornea e a pres-
sdo intra-ocular®, Estudo com perimetria computadorizada e
paguimetria ultra-sbnica em pacientes com pressao intra-ocu-
|ar elevada com disco Optico normal mostraram que a espessu-

racorneal central dos pacientes com anormalidades de campo
visual foi significantemente mais baixa, que a espessura cor-
neal central dos pacientes com hipertensdo intra-ocular com
campo visual normal. Neste estudo, os autores evidenciaram
que pacientes com hipertensdo intra-ocular e perda de campo
visual apresentaram reducdo significante da espessura da cor-
neacentral em relag&o aos com hipertensdo intra-ocular e cam-
po visua normal. Assim, estes autores sugerem que a espessu-
ra da cérnea central deveria ser observada para 0 acompanha-
mento de pacientes com elevacdo da pressdo intra-ocular com
risco de desenvolvimento de danos glaucomatosos*?.

Assim, a espessura aumentada da cérnea das camundon-
gas que receberam metoclopramida poderia estar associada
com elevagdo da pressdo intra-ocular nesses animais. Contu-
do, esta hipdtese devera ser investigada em futuros experi-
mentos para investigar se o efeito da elevacdo da prolactina
sérica atua de modo direto ou indireto nos 6rgaos em estudo.

CONCLUSAO

Nosso estudo mostra que a hiperprolactinemia induzida
pela metoclopramida aumenta as camadas da cornea, princi-
palmente em camundongas prenhe e esta alteracdo poderia
estar relacionada com reducdo dos hormonios sexuais circu-
lantes ou com a agéo da prolactina sérica.
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bp<0,05 em comparagédo com os respectivos valores do grupo prenhe.

Tabela 1. Efeitos do tratamento com metoclopramida sobre os resultados das anélises morfolégicas e morfométricas na cérnea em
camundongas prenhes e ndo-prenhes

Estado fisiolégico Tratamento Grupo Epitélio (um)

N&o-prenhe Solucéo salina CTR1 7,6+£0,5
Metoclopramida MET1 10,6+0,62

Prenhe Solugéo salina CTR2 7,6+0,5
Metoclopramida MET2 9,7£0,7°

Os valores representam a média + EPM (erro padrdo da média). Cada grupo consistiu de 10 animais.
ap<0,01 em comparacdo com o0s respectivos valores dos grupos tratados com metoclopramida nos animais nao-prenhes.

Estroma (um) Endotélio (um) Espessura total (um)
60,8+£3,9 3,8%£1,0 103,8+5,5
54,7+3,52 3,7+1,2 98,8+5,4
47,5+2,8 3,2+0,4 79,7+3,8
62,5+4,4° 3,5+1,2 102,9+6,7°

bp<0,05 em comparagédo com os respectivos valores do grupo prenhe.

Tabela 2. Efeitos do tratamento com metoclopramida sobre os resultados das analises hormonais em camundongas prenhes e ndo-prenhes

Estado fisiolégico Tratamento Grupo Estradiol (pg/ml) Progesterona (ng/ml) Prolactina (ng/ml)

N&o-prenhe Veiculo CTR1 156,6+42,2 39,4+ 51 130,4+26,2
Metoclopramida MET1 108,0+33,12 28,0+ 6,42 551,5+23,32

Prenhe Veiculo CTR2 354,0+56,0 251,0£56,0 423,2+28,1
Metoclopramida MET2 293,0+43,0° 184,0+33,0° 823,1+51,1°

Os valores representam a Média + EPM (erro padréo da média). Cada grupo consistiu de 10 animais.
ap<0,05 em comparacdo com os respectivos valores dos grupos tratados com metoclopramida nos animais nao-prenhes.
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ABSTRACT REFERENCIAS
Purpose; To evauate the morphologica| Changes in murine 1. Ddton K. Influence of menstruation on glaucoma. Br J Ophthamol. 1967;51
cornea upon metoclopramide-induced hyperprolactinemia du- (10):692-5. _ _ ,
2. Pinard CL, Weiss ML, Brightman AH, Fenwick BW, Davidson HJ. Evaua

ring the proestrous phase or pregnancy. M ethods: Forty adult
micewere divided into two groups: (control) CTR1 and (treated
with metoclopramide (MET1). After fifty days, half of the mice
were sacrificed. The remaining animals were mated, and then
|abeled as pregnant controls (CTR2). Part of these animalswere
treated with metoclopramide and constituted the metoclopra-
mide-treated pregnant (MET?2) group. The groups CTR2 and
MET2 were sacrificed on the 6th day of pregnancy. The hormo-
nal levels were assessed by chemioluminescence and radioim-
munoassay methods and the cornea was removed for the histo-
morphometric study. Results: The epithelial, stromal, endothe-
lial and total thickness in the experimental group was: MET1
and MET2 were higher than onein the control group: CTR1 and
CTR2. Therewasasignificant reduction of thehormonal level in
the animals that received metoclopramide as compared to
controls (CTR1: estradiol = 156.6+42.2 pg/ml; progesterone =
39.4+5.1 ng/ml; prolactin=130.4+26.2 ng/ml; MET1: estradiol =
108.0+33.1 pg/ml; progesterone = 28.0+6.4 ng/ml; prolactin =
551.5+23.3ng/ml; CTR2: estradiol = 354.0+56.0 pg/ml; progeste-
rone=251.0+56.0 ng/ml; prolactin =423.2+28.1 ng/ml; MET2:
estradiol =293.0+43.0 pg/ml; progesterone= 184.0+33.0 ng/ml;
prolactin = 823.1+51.1 ng/ml). Conclusion: The metoclopra-
mide-induced hyperprol actinemia may increase corneal layers,
mainly in pregnant mice. Possibly, thiseffect isrelated to reduc-
tion in estrogen and progesterone production.
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