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Efeito da hiperprolactinemia induzida pela metoclopramida na glandula
lacrimal; estudo experimental

Effects of metoclopramide-induced hyperprolactinemia on the lacrimal gland: experimental study

Carina Verna'!, Fernanda Watanabe Martins?, Rejane Mosquette®, Ricardo Santos Simodes?,
Manuel de Jesus Simoes®, José Maria Soares Junior®, Edmund Chada Baracat’

RESUMO

Objetivo: avaliar as alteracdes morfologicas promovidas pela hiperprolactinemia induzida pela metoclopramida na glandula
lacrimal de camundongas durante a fase de proestro e gestacdo. Métodos: 40 camundongas adultas foram divididas em dois
grupos: CTR1 (controle) e MET1 (tratadas com metoclopramida). Apos 50 dias, metade dos animais de cada grupo foram
sacrificados por decapitagdo. Os restantes foram acasalados, constituindo os grupos controle prenhe (CTR2) e
metoclopramida prenhe (MET?2), que foram sacrificadas no 6° dia de gestagdo. O sangue foi coletado e submetido a dosagem
hormonal dos niveis de estradiol e de progesterona por quimioluminescéncia. Em seguida as glandulas lacrimais foram
removidas, fixadas em formol a 10% e processadas segundo metodologia histoldgica para inclusdo em parafina, sendo as
laminas coradas pelo HE. A analise morfométrica foi realizada com o programa AxionVision (Carl Zeiss), medindo-se os
volumes celulares e nucleares das células acinares. Resultados: os volumes nuclear ¢ celular das glandulas lacrimais dos
grupos experimentais MET1 (152,2+8,7; 6,3+1,6 um?) e MET2 (278,3+7,9; 27,5+0,9 um*) mostraram-se reduzidos em relagéo
aos grupos controles CTR1 (204,2+7,4; 21,9+1,3 um®) e CTR2 (329,4+2,2; 35,5+2,0 wm?). Houve redugéo dos niveis hormonais
de estrogénio e de progesterona nos animais que receberam metoclopramida em comparagdo com os respectivos controles
(CTRI: estradiol = 156,6+42,2 pg/mL; progesterona = 39,4+5,1 ng/mL; MET1: estradiol = 108,0433,1 pg/mL; progesterona =
28,046,4 ng/mL; CTR2: estradiol = 354,04+56,0 pg/mL; progesterona =251,0+56,0 ng/mL; MET?2: estradiol =293,0+43,0 pg/mL,
progesterona = 184,0+33,0 ng/mL). Conclusio: a hiperprolactinemia induzida pela metoclopramida produziu sinais de
diminuicdo na atividade das células da glandula lacrimal tanto em camundongas prenhes quanto nao prenhes. Este efeito
esta possivelmente relacionado com a redugdo da produgdo hormonal de estrogénio e progesterona.

PALAVRAS-CHAVE: Hiperprolactinemia/induzido quimicamente; Metoclopramida; Glandula lacrimal/efeito de drogas; Camundongos

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the morphological changes in murine lacrimal glands by metoclopramide-induced hyperprolactinemia
during the proestrus phase or pregnancy. Methods: forty adult mice were divided into two groups: CTR1 (control) and
MET!I (treated with metoclopramide). After fifty days, half of the mice were sacrificed. The remaining animals were mated,
and then labeled as pregnant controls (CTR2). Part of these animals were treated with metoclopramide and constituted the
metoclopramide-treated pregnant (MET2) group. The CTR2 and MET2 groups were sacrificed on the 6th day of pregnancy.
The blood was collected for determination of the hormonal levels of estradiol and progesterone by a chemoluminescent
method. The lacrimal glands were then removed, fixed in 10% formaldehyde and stained with HE. The morphometric analysis
was performed using the Axion Vision program (Carl Zeiss) to measure acinar nuclear and cellular volumes. Results: the
nuclear and cellular volumes of the lacrimal glands in the MET1-(152.2+8.7; 6.3+1.6 um?) and MET2-(278.3+7.9; 27.5+0.9 um?®)
treated groups were lower than those in CTR1 (204.2+7.4; 21.9+1.3 um?®) and CTR2 (329.442.2; 35.5+2.0 um?), respectively.
There was a significant hormonal level reduction in the animals that received metoclopramide compared to controls (CTR1:
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estradiol = 156.6+42.2 pg/mL; progesterone = 39.4+5.1 ng/mL; MET1: estradiol = 108.0+33.1 pg/mL; progesterone =28.0+6.4
ng/mL; CTR2: estradiol = 354.0+56.0 pg/mL; progesterone = 251.0+56.0 ng/mL; MET2: estradiol = 293.0+43.0 pg/mL,
progesterone = 184.0+33.0 ng/mL). Conclusion: metoclopramide-induced hyperprolactinemia produced morphological signs
of reduction of cellular activity in lacrimal glands during the proestrus phase and pregnancy. It is hypothesized that this
effect might be related to the hyperprolactinemia-induced decrease in the hormonal production of estrogen and progesterone.

KEYWORDS: Hyperprolactinemia/chemically induced; Metoclopramide; Lacrimal gland/drug effects; Mice

Introdugao

O declinio da func¢ao da glandula lacrimal
constitui a maior causa de instabilidade do filme
lacrimal e a principal etiologia do olho seco, que €
queixa frequiente em mulheres na transicao
menopausal e pés-menopausal com niveis eleva-
dos de prolactina’.

Além da participacdo da prolactina, pode
haver ainda um fator imunolégico adicional, como
a reducdo da secrecao de imunoglobulinas, prin-
cipalmente de IgA no filme lacrimal?. A reforcar
esta hipotese, estudos experimentais sugerem
que os estrogénios participariam da producao do
filme lacrimal. A reducédo dos niveis plasmaticos
de estradiol aumentaria a taxa de apoptose do te-
cido glandular, levando a diminuicao do volume
das glandulas®. Assim, a causa primaria da defici-
éncia de lagrimas estaria relacionada com alte-
racdes endobcrinas, muito possivelmente relacio-
nadas aos esteroides ovarianos e com a participa-
cao de hormonios hipofisarios, como a prolactina?.

As glandulas lacrimais estdo localizadas na
borda supero-externa da oOrbita; sdo glandulas
serosas do tipo tubulo-alveolar. Desembocam, por
meio de oito a dez canais, no fundo de saco supe-
rior, que é formado pela confluéncia da conjuntiva
que reveste o olho com a que cobre posteriormen-
te a palpebra. Sao constituidas por células com
granulos de secrecao que tém fraca reacao pela
técnica de imuno-histoquimica. A sua porcao
secretora acha-se envolvida por células mioepite-
liais. Produzem secrecao salina cuja concentra-
cdo de cloreto de sédio é similar & do sangue. E
um fluido pobre em proteinas, que contém uma
Unica enzima, a lisozima, que digere a capsula de
algumas bactérias®.

A prolactina € hormoénio polipeptidico
secretado pela hipéfise. E constituida por uma ca-
deia de 198 aminoacidos, com peso molecular de
23 kilodaltons®. No passado, era conhecida apenas
por controlar a secrecdo lactea, mas, atualmente,
tem acdo sistémica reconhecida, incluindo seu
efeito na reproducao tanto do ser humano quanto
de outros mamiferos!. A descoberta da prolactina
em animais data de 1928, quando foram descritas
suas propriedades somatotroficas. No entanto, a
deteccao na espécie humana s6 foi possivel apos o

advento da técnica de radioimunoensaio®.

A prolactina atua de modo sinérgico com a
progesterona e o estrogénio na promocao do cres-
cimento e do funcionamento das glandulas mama-
rias e outros tecidos-alvo®. Esta também envolvida
com o equilibrio hidrico, bem como no crescimento
e diferenciacao celular, regulacao da sintese de
proteinas e regulacao de respostas imunologicas®’.

Na area experimental, a metoclopramida
tem sido bastante utilizada em animais, com o
proposito de elevar os niveis séricos de prolactina
e estudar seus efeitos sobre os tecidos-alvo®, por
atuar diretamente sobre a hipoéfise, aumentando
a sintese de prolactina®.

Assim, o presente trabalho tem como objeti-
vo avaliar a histomorfologia e histomorfometria
das glandulas lacrimais de camundongas durante
a fase de proestro (pico hormonal de esterdides
sexuais) e a gestacao (elevacdo de progesterona),
periodos em que a funcao glandular esta aumen-
tada. Tem também o objetivo de analisar o efeito
da hiperprolactinemia nestas estruturas, as quais
sao responsaveis pela producao do filme lacrimal.

Métodos

Animais e tratamentos

Foram utilizadas 40 camundongas (Mus
musculus) adultas, com 3 meses de idade, virgens,
procedentes do Centro de Desenvolvimento de Mo-
delos de Experimentacdo (CEDEME) da Universi-
dade Federal de Sao Paulo. Os animais foram man-
tidos, em numero de 10 por gaiola, com alimenta-
cao e agua ad libitum, em temperatura ambiente
de 22°C e iluminacéo artificial com lampadas fluo-
rescentes marca Phillips (modelo luz do dia de
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. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesqui-
sas da Universidade Federal de Sdo Paulo — Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP-EPM).

Os animais foram divididos, ao acaso, inicial-
mente em dois grupos: controle ndo-prenhe (CTR1)
- composto de 20 camundongas que receberam in-
jecoes diarias, por via subcutanea, de 0,2 mL de
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solucéo salina a 0,9%, e metoclopramida nao-pre-
nhe (MET1) - constituido de 20 camundongas que
receberam injecdes diarias, por via subcutanea, de
200 pg de metoclopramida, dissolvidos em 0,2 mL
de solucéao salina a 0,9%. A dose e a duracao de
tratamento com metoclopramida, que induz
hiperprolactinemia, foi determinada em outro ex-
perimento realizado em nosso laboratoério®.

Todos os animais receberam solucao salina
ou metoclopramida durante 50 dias consecutivos,
sempre as 18:00 horas. Apés a administracao do
farmaco ou da solucao fisiolégica, colhia-se mate-
rial para avaliar o ciclo estral. No 50° dia, logo apos
a administracao das solucoes, os animais de am-
bos os grupos que se encontravam na fase de
proestro foram sacrificados. Os animais restan-
tes foram entao colocados para acasalamento, na
proporcao de trés fémeas para cada macho,
sabidamente reprodutor.

O coito foi comprovado pela presenca de tam-
pao de espermatozoides na vagina. Em alguns ani-
mais, que apresentavam dilatacao do orificio exter-
no da vagina, foi realizada coleta do material pre-
sente no seu interior para identificacdo de
espermatozoides em microscopia de luz. Metade dos
animais prenhes nao foi tratada, constituindo o gru-
po controle prenhe (CRT2), e a outra metade foi
medicada com metoclopramida, como descrito an-
teriormente, constituindo entdo o grupo metoclopra-
mida prenhe (MET2). Os animais destes dois grupos
foram sacrificados no 6° dia de prenhez.

Imediatamente apo6s a decapitacdo dos ani-
mais, coletou-se sangue para determinacdo dos
niveis plasmaticos de estrogénio e de progestero-
na por radioimunoensaio. A seguir, foram retira-
das as glandulas lacrimais para processamento
histologico e estudo em microscopia de luz. Para
tanto, primeiramente, as glandulas foram mergu-
lhadas em formol a 10% tamponado e na seqiién-
cia processadas para inclusao em parafina. Os blo-
cos foram cortados em micrétomo do tipo Minot,
ajustado para 3 um. Para cada glandula foram rea-
lizados S cortes, com espacamento de 0,5 cm, de
tal maneira que toda a glandula foi cortada. Os
cortes obtidos foram entdo submetidos ao método
de coloracao pela hematoxilina e eosina (HE).

Andadlise morfométrica

A avaliacao histologica e morfométrica foi re-
alizada por sistema de captura de imagens, as quais
foram analisadas pelo programa AxionVision (Zeiss).
Este processo consiste de um microscopio de luz
(Axiolab Standart 20, Zeiss), acoplado a uma video-
camera de alta resolucdo (AxionCam - Zeiss), que
transmite a imagem a um computador.

Para cada animal, foram obtidas imagens de
20 células acinares em cada corte, perfazendo um

Rev Bras Ginecol Obstet. 2005; 27(9): 524-8

total de 100 células por animal. Foram analisados
o volume celular e o nuclear das células acinares.

No sangue obtido foram dosados, por
imunoensaio enzimatico quimioluminescente
competitivo em fase sélida, os niveis de estradiol
e de progesterona (Immulite®, USA), com sensibi-
lidade de 15 pg/mL e 0,2 ng/mL respectivamente
para o estradiol e a progesterona, com alta especi-
ficidade para estes hormonios.

Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como mé-
dia e erro padrao da média (EPM). Na comparacao
entre os grupos, foram analisados separadamen-
te os animais nédo prenhes (CTR1 e MET1) dos pre-
nhes (CTR2 e MET?2). Ap6s analise de variacao pelo
programa Prizma® (Califérnia, Estados Unidos da
Ameérica), aplicou-se o teste t de Student nao
pareado, comparando-se o CTR1 com o MET1 e o
CTR2 com o MET?2 para os dados morfométricos e
dosagem hormonal (estrogénio e progesterona).
Adotou-se o nivel de significancia (alfa) de 0,05.

Resultados

Morfologicos

Grupo controle nédo-prenhe (CTR1): notaram-
se glandulas lacrimais contendo acinos, revesti-
dos por células prismaticas, com limen bem evi-
dente. Entre os acinos observou-se a presenca de
ductos, revestidos por células cilindricas. As célu-
las acinares apresentavam nucleos volumosos,
esféricos, deslocados para a porcao basal e ricos
em eucromatina. Na porcao apical destas células,
havia areas eosinofilas, sugestivas da presenca
de secrecao em seu interior (Figura 1A).

Grupo metoclopramida ndao prenhe (MET1I):
neste grupo, as glandulas lacrimais estavam for-
madas por acinos e ductos. Os acinos achavam-se
revestidos por células cuibicas, de menor tamanho,
comparativamente ao grupo controle. Os nucleos
eram esféricos, ricos em heterocromatina; no
citoplasma notou-se reducao da area eosinofilica.
Deve-se ressaltar que os ductos eram parecidos
aos do grupo controle (Figura 1B).

Grupo controle prenhe (CTR2): os acinos das
glandulas lacrimais eram semelhantes aos do gru-
po controle nao prenhe; no entanto, as células
acinares eram mais volumosas e apresentavam
maior area (Figura 1C).

Grupo metoclopramida prenhe (MET2): de igual
modo, os acinos lacrimais eram parecidos com os
do grupo prenhe controle (CTR2), contudo, as célu-
las eram menores (Figura 1D). Os ductos lacrimais
mostravam-se nos varios grupos de estudo.
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Figura 1 - Fotomicrografias mostrando parte de corte da glandula lacrimal de camundonga pertencente ao grupo CTR1 (A), MET1 (B), CTR2 (C) e MET2 (D). Observar em A e em C 4cinos contendo
nticleos volumosos com cromatina descondensada (eucromatina) (setas pretas) e em B e D nlcleos contendo cromatina bem condensada (heterocromatina) (setas brancas). HE x aumento.

‘i

Morfométricos nao receberam metoclopramida. Os valores do vo-
lume celular foram: 204,2+7,4; 152,2+8,7;
329,442 .2 € 278,3+7,9 um?, respectivamente, para
os grupos CTR1, MET1, CTR2 e MET2. J& os valo-
res obtidos do volume nuclear foram: 21,9%1,3;
6,3%1,6; 35,5+2,0 e 27,5+0,9 um?, respectivamen-
te, para os grupos CTR1, MET1, CTR2 e MET2 (Ta-
bela 1).

As médias e os erros-padrao da média dos
volumes celular e nuclear das células acinares
das glandulas lacrimais dos grupos nao prenhe
(MET1) e prenhe (MET2) que receberam metoclo-
pramida mostraram-se significativamente meno-
res em relacdo aos respectivos grupos controle,
tanto nao prenhe (CTR1) como prenhe (CTR2), que

Tabela 1 - Efeitos do tratamento com metoclopramida sobre os volumes celular e nuclear das glandulas lacrimais e das dosagens hormonais em camundongas prenhes e ndo prenhes.

Estadofisiolégico Tratamento Grupo  Vol. celular (um®) Vol. nuclear (um?®) Estradiol (pg/mL) Progesterona (ng/mL)

N&o-prenhe Solugéo salina CTR1 2042 +74 219+13 156,6 + 42,2 394 +51
Metoclopramida ~ MET1 152,2 £ 8,72 6,3+16° 108,0 + 33,12 28,0 + 6,42

Prenhe Solugao salina CTR2 329,4 + 2.2 355+20 354,0 £ 56,0 251,0 + 56,0
Metoclopramida MET2 278,3 +7,9° 275+0,9° 293,0 +£43,0° 184,0 + 33,0°

Os valores representam média + EPM (erro padrdo da média). Cada grupo consistiu de 10 animais. ?p<0,05 em comparagdo com os respectivos valores dos grupos tratados com

metoclopramida nos animais ndo prenhes; °p<0,05 em comparacdo com os respectivos valores dos grupos prenhes.

Dosagens de estradiol e progesterona

Os valores séricos nos diferentes grupos fo-
ram: CTR1: estradiol = 156,6+42,2 pg/mL; proges-
terona = 39,4+5,1 ng/mL; MET1: estradiol =
108,0+33,1 pg/mL; progesterona = 28,0+£6,4 ng/mlL;
CTR2: estradiol = 354,0+£56,0 pg/mL; progestero-
na = 251,0£56,0 ng/mL; MET2: estradiol =
293,0+43,0 pg/mL, progesterona = 184,0+33,0 ng/
mL. As médias dos niveis de estrogénio e proges-
terona foram mais elevadas nos grupos prenhes
(CTR2 e MET2) em comparacdo aos nao-prenhes
(CTR1 e MET1) (p<0.05). Quando se compararam
os grupos com e sem metoclopramida, detectou-
se reducao significante nos niveis séricos dos va-
lores desses hormoénios nos grupos néo prenhe
(MET1) e prenhe (MET2) que receberam metoclo-
pramida, em relacao aos grupos nao prenhe (CTR1)
e prenhe (CTR2) que receberam apenas veiculo,
(p<0,05) (Tabela 1).

Discussao

A prolactina esta presente no filme lacrimal
de humanos, e poderia atuar nas células acinares
da glandula lacrimal®. Em estudos em glandulas
lacrimais de ratos se confirmou a presenca de re-

ceptores para prolactina nas células acinares e
também se identificou RNA mensageiro de
prolactina no extrato das glandulas lacrimais. Es-
tes dados sugerem que a prolactina poderia inter-
ferir na funcéo da glandula lacrimal!!. Neste par-
ticular, os nossos dados mostraram que houve, na
vigéncia de hiperprolactinemia induzida pela me-
toclopramida, alteracdo morfométrica das células
da glandula lacrimal.

Os receptores para prolactina ja foram de-
tectados na glandula lacrimal e se demonstrou que
este hormoénio poderia ter um papel modulador
sobre a fungéo destas glandulas!®. Sabe-se que as
concentracoes dos dois tipos de receptores da
prolactina, o de cadeia curta (PRLR) e o de cadeia
longa (PRLPR), estdo na dependéncia dos niveis
séricos dos hormoénios sexuais?!!.

Em camundongos, a hipofisectomia pode pro-
mover alteracdo no lacrimejamento e, em
contrapartida, o reimplante hipofisario restaura o
volume da producado de lagrimas!®. O horménio
hipofisario responsavel por esta acdo ainda nao
esta estabelecido, mas dados experimentais indi-
cam que a prolactina teria efeito no trofismo da
glandula lacrimal, nesses animais'?. Além disso,
a hiperprolactinemia em camundongas levaria a
menor producao do filme lacrimal e, assim, parti-
ciparia da sindrome do olho seco!3.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2003; 27(9): 524-8
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Em animais transgénicos que tém baixa pro-
ducao de prolactina e defeito no receptor de
prolactina (PRLR-1), foi demonstrado que a
prolactina é importante na secrecao lacrimal'®.

Durante a gestacdo em hamsters, ha au-
mento da funcao da glandula lacrimal e no pico
hormonal do ciclo estral registra-se maior produ-
céo de porfirinas!®. Estudos com microscopia ele-
tronica de transmissao revelaram que, em ca-
mundongas prenhes, ha reducao da producao de
progesterona e a taxa de implantacao € significa-
tivamente menor em comparacdo aos controles,
provavelmente devido ao menor numero de
pinopddios, ou seja, microvilosidades das células
epiteliais do endométrio que facilitam a fixacao
do blastocisto no epitélio luminal'®. Além disso, em
coelhas, ha maior secrecdo da glandula lacrimal
durante a gestacdo e queda durante a lactacao!®.

A hiperprolactinemia experimental induzida
pela metoclopramida em camundongas® reduz a
sintese de esterdides ovarianos durante a fase de
proestro e também a de progesterona na gesta-
cado. Em consequéncia, o efeito da elevacao da
prolactinemia sobre a funcao da glandula lacrimal
pode estar associado com a diminuicédo da acao da
progesterona.

Deve-se ressaltar que pacientes com
sindrome de Sjégren tém ressecamento ocular e
apresentam niveis elevados de prolactina!’. Con-
tudo, a relacao da hiperprolactinemia com a
sindrome do olho seco ainda néo esta bem defini-
da. Nossos resultados mostraram que houve sinais
histolégicos de diminuicao da atividade celular das
glandulas lacrimais de camundongas. Este efeito
pode ser direto pela acao da prolactina nesse tecido
ou pela reducdo dos hormoénios sexuais (estrogénio
e progesterona). Esses achados sugerem que esta
alteracao glandular pode ter, entre outros, impor-
tante componente endécrino em sua génese.
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