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RESUMO

Alactacdo éindispensavel para o crescimento e o desenvolvimento de recém-nascidos. Drogas
administradasno periodode lactagdo podemalterar o desenvolvimentodacria, ou lesaraglandula
mamaria alterando a producéo de leite. Poucos estudos foram encontrados sobre a evolugdo da
expressao de receptores de prolactina e de presenca de células apoptéticas em acinos da glandula
mamaria de fémeas de camundongos, durante o processo de lactagédo, sendo este o objetivo do
presente trabalho. Glandulas mamarias de fémeas de camundongos foram obtidas no 192 diade
prenhez e em diferentes dias da lactagdo. Foram avaliados: o nimero de alvéolos por campo e o
numero de células por alvéolo. Identificou-se a expressao de receptores para prolactina através
deimunohistoquimica, eapresencadecélulasapoptoticas pelométodotunel. Apresengadecélulas
prolactinas positivas, discreta no final da prenhez, aumenta significativamente ja no 1¢ dia de
lactacdo e permanece assim até o desmame. A involucdo da glandula mamaria, indicada pelo
aumento do namero de células em processo de apoptose se inicia por volta do 82 dia pds-natal e
prossegue até ao desmame.
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ABSTRACT

PROLACTIN RECEPTORS IMMUNOHISTOCHEMISTRY AND APOPTOSIS OF MAMMARY
GLANDS FROM LACTATING MICE MUS MUSCULLUS (LINNAEUS). Lactation is essential for
the growth and development of newborns. Drugs administered during lactation can alter the
offspring development or damage the mammary glands changing the milk production. There are
few studiesabout the evolution of prolactin receptors expression and on the presence of apoptotic
cells in acinus of mammary glands from lactating mice, this is the aim of the present study.
Mammary glands of female mice were obtained in the 19th day of pregnancy and in different days
of lactation. It was evaluated: the number of acinus by microscopic field and number of cells by
each acinus. The expression of prolactin receptors was identified trough immunohistochemistry,
and the presence of apoptotic cellsby using the TUNEL method. The presence of prolactin positive
cells, discreet in the end of pregnancy, significantly increases already on the 1st day of lactation
and remains high until weaning. The mammary gland involution, indicated by the increase in the
number of apoptotic cells, starts around the 8th postnatal day and continues until weaning.

KEY WORDS: Mammary gland, lactation, prolactin, immunohistochemistry, apoptosis.

INTRODUCAO A lactacdo é um dos comportamentos maternos
indispensaveis para o crescimento e desenvolvi-

Comportamento materno em mamiferos é consi- mento dos recém-nascidos (SiLva & VASCONCELLOS,
derado como todo cuidado oferecido pelos pais aos 1988; T uckER, 1994). As crias de ratas podem come-
descendentes, desde o nascimento até que eles desen- ¢car a mamar depois de 15 a 29min do nascimento.
volvam caracteristicas e habilidades que assegurem A mée coloca os filhotes, um a um no ninho e
sua propria sobrevivéncia (CroweLL-DAvis & Houpr, debruca-se sobre eles, tomando a postura de
1986; Brown, 1998). amamentacao, que facilita o acesso aos mamilos.
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Nos primeiros oito adoze dias apés o parto, a rata
se aproxima dos filhotes e inicia a amamentacao,
lambendo-os e recolhendo-o0s, quando deixam o
ninho (Harez, 1995; BrRown, 1998). Quando os filho-
tes atingem 14 dias de idade a mae raramente 0s
recolhe e deixa de construir ou reparar o ninho;
nesta idade eles ja estdo com olhos e ouvidos aber-
tos, pélos crescidos e podem caminhar facilmente.
Apobs o 162 dia de idade, a amamentagao da-se na
maior parte do tempo fora do ninho. Dezoito dias
apds,amade comecaarejeitd-los nassuastentativas
de mamar e, gradualmente, os desmamam através
darecusa daamamentagdo. As mudangas no com-
portamento materno mostram-se, assim, sincroni-
zadas com o desenvolvimento dos filhotes, existin-
do um feedback na relagdo mae-filhote que regulaa
intensidade de comportamento materno apresen-
tado, quanto mais imatura a cria maiores sdo 0s
cuidados maternos (Brown, 1998).

As diferentes etapas do desenvolvimento da cria
exigem qualidade e quantidades diferentes de leite.
Aonascimento, o colostro prové defesasimunoldgicas
adequadas a cria (Tucker, 1994) e no decorrer do
crescimento, a concentragcdo dos componentes do
leite varia. E possivel supor, portanto, que os aspectos
morfoldgicos, histoldgicos e fisioldgicos das glandu-
las mamaérias alterem-se no decorrer da lactacéo,
simultaneamente com o desenvolvimentodascrias. A
prolactina tem papel central na proliferacao alveolar
e na inducdo da diferenciacdo celular do epitélio
secretdrio mamario no fim do periodo gestacional. A
ativacao do receptor de prolactina expresso namem-
branadascélulasnoepitéliosecretériodasglandulas
mamarias codifica para a transcricdo de genes que
induzem aproliferacdo e a diferenciacdo destas célu-
las tornando-as capazes de sintetizar o leite
(HenNigHAUsEN €t al., 1997).

ApoOs a lactagdo a glandula mamaria involui, isto
é,tendeavoltaraoseu estado anterioragestagéo. Esta
involugdo ocorre por um fenémeno fisioldgico deno-
minado apoptose que é rigidamente controlado por
expressdes genéticas decorrentes dainteracéo célula
e meio externo. No caso da glandula mamaria este a
apoptose é desencadeada por decréscimo nos niveis
de horménios lactogénicos e estase de leite nos alvé-
olos, resultando em perda de células por apoptose e
remodelacdo da matriz extracelular (QuArrie et al.,
1996).

Nesse estudo correlacionamos o desenvolvimen-
to morfoldgico da glandula mamaéria de fémeas de
camundongos com periodos especificos de desenvol-
vimento da cria. Adicionalmente, foi avaliado a
cinética de expressdo de receptores de prolactinae a
porcentagem de células em processo de apoptose no
parénquima da glandula mamaria de fémeas de ca-
mundongos durante a lactacéo.

MATERIAL E METODOS
Grupos

Foram utilizadas 35 fémeas de camundongos su-
icos, Musmuscullus (Linnaeus) nuliparasdistribuidos,
deacordocomestagios de desenvolvimentodascrias,
segundoreferénciascléssicas (TesH, 1977; FAve, 1971)
em sete grupos:

Grupo 1- Décimo nono dia de gestagao;

Grupo 2 - 12 dia de lactagdo (primeiras 24h ap6s o
parto);

Grupo 3 - quarto dia de lactagao;

Grupo 4 - dia da evidéncia do despregamento do
pavilhdo auricular;

Grupo 5 - dia da evidéncia do aparecimento dos
incisivos;
Grupo6-diadaevidénciadaaberturadosdoisolhos
da cria;

Grupo 7 - desmame.

Dentrodasprimeiras24hsdaocorrénciadoparto,as
ninhadasforam remanejadas, de maneiraque cadamae
ficou com um minimo de 6 e um méximo de 10 filhotes,
para que houvesse homogeneidade na demanda por
leite em todos 0s grupos (SiLva, 1991). As fémeas foram
sacrificadas, por excesso de anestésico com Ketamine
(100 mg/kg) mais Xylazine (10 mg/kg) via intra-
peritonial (WoLrensoHN &L Loyp, 1998) nasdatasemque
ocorreram os eventosacimamencionados e, em seguida,
removeram-se, de cada fémea, um par de glandulas
mamarias torécicas e outro abdominal.

Analise Histoldgica e Histomorfométrica

As glandulas mamarias foram removidas pelo
procedimento de necropsiae foram fixadasem formol
célcio a 10%, posteriormente foram submetidas ao
processamento histolégico de rotina. O material
emblocado em parafina foi submetido a microtomia
obtendo-se cortes com espessura de 5 mm. Os cortes
foram corados pelo método de Hematoxilinae Eosina
(H.E.) e submetidos a analise microscopica.

O exame microscopio dos cortes foi realizado em
aumentode 100X pordoisobservadores,emestudode
“duplo cego”. Os dados de contagem foram obtidos
pela média dos dados descritos pelos observadores.
Foram analisados trés campos microscépicos por
glandula, determinando-se em cadacampoonimero
de alvéolos.

Imunohistoquimica

A expressdo de prolactina foi investigada em cor-
tes histoldgicos de glandulas mamarias utilizando o
método avidina-biotina peroxidase anti-peroxidase
(Vieira, 2003) descrita a seguir:
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Os cortes foram previamente submetidos ao méto-
doderecuperagéo antigénicaem banho maria por 40
minutos a 99° C com RETRIEVAL da marca DAKO
Carpinteria, EUA.

Ométodoutilizadocompreendeasseguintesetapas:
- desparafiniza¢do em xilol (10min);

- reidratacdo em alcool a 100%, 90%, 80% e 70%;

- bloqueio da peroxidase enddgena em H,O, a 3%
(20min);

- incubagdo com o anticorpo primario anti-receptor
de prolactina humana (NovoCastra, Newcastle, UK)
em temperatura ambiente, para realizagdo da fase 1
(1h);

- incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado
em temperatura ambiente, fase 2 (30min);

- incubagdo com reagente estrepto-avidina, fase 3
(30min);

- revelacdo utilizando substrato cromégeno 3,3-
diaminobenzidine-DAB (DAKO, Carpinteria EUA),
(5min);

- contracoloragdo com hematoxilinade Harris (1min);
- lavagem em &gua destilada;

- desidratacdo em série crescente de alcool,

- montagem da lamina com Entellan (Merck) e
laminula.

Por anélise semiquantitativa foi determinado o
indice de células prolactina positivas. Foram avalia-
dos 10 campos microscépicos, comaumento de 400X,
utilizando a convengdo de contagem para
imunohistoquimica (VAKKALA & LAHTEENMAKI, 1999).

Deteccao do Processo de Apoptose

A presencade célulasem processo de apoptose foi
investigada “in situ”, pelo método TUNEL (terminal
deoxyribonucleotidyltransferase mediated dUTP nick
end labelling) (PArToN et al., 2001) descrita a seguir:

Este método compreende as seguintes etapas:

- desparafiniza¢do em xilol (10min);

- reidratacdo em alcool a 100%, 90%, 80% e 70%;

- proteinase K, na dilui¢cdo de 1/100 usando Trisem
pH = 8.0 como diluente - 30min;

- inativacéo da peroxidase endogena, em H,0, com
metanol P.A. (5 min.);

- equilibriodareacdocom"TdT Equilibration Buffer",
incubando em temperatura ambiente (20min).

- marcacdo da reagdo com "TdT Labeling Reactoin
Mix" e "TdT enzime", incubando em estufa a 37° C
(1h30min);

- parar a reagdo com "Stop Buffer", incubando em
temperatura ambiente (5min);

- cobrir os cortes com "Block Buffer”, incubando em
temperatura ambiente (10min);

- para deteccdo, aplicar 0"50X Conjugate" na con-
centragdo 1/50, diluido na solucéo "Block Buffer"
(30min);

- revelagdo, utilizando substrato cromogeno 3,3'-
diaminobenzidine (DAB) da marca DAKO,
Carpinteria EUA (5min);
- contracoloragdo com hematoxilina de Harris;
- desidratar em alcool em séries crescentes e mon-
tar.

Os resultados de contagem foram expressos em
porcentagem de células em apoptose, utilizando-se
10 campos microscopicos com aumento de 400X.

Analise Estatistica

Os dados histomorfométricos foram analisados
emglandulas mamariastoracicas e abdominais, pro-
cedendo-se & comparacdo entre ambas glandulas
pelo teste Mann-Whitney (DAwsoN-SAUNDERS & TRAPP,
1993). N&o tendo sido obtidas diferencas significati-
vas, os dados foram agrupados. Compararam-se en-
tdo os diferentes grupos experimentais através dos
testes de andlise de variancia de umavia, sequido do
teste "post hoc" de Bonferroni (DAwWsON-SAUNDERs &
TrapPp, 1993) ou pelo teste de Kruskal-Wallis (DAawson-
SAUNDERs & TrAPP, 1993), dependendo dadistribuicao
dos dados e dahomogeneidade davariancia. O nivel
de significancia dos testes foi de a = 0.05.

RESULTADOS

A andlise da glandula mamaria no 192 dia da
prenhez teve como objetivo estabelecer um "marco
zero" para avaliar o desenvolvimento ao longo do
periodo da lactacdo, neste periodo observa-se a pre-
senca de alvéolos secretores nas extremidades dos
ductos(Fig.1). Onumerodealvéolos porcampono 192
dia de prenhez (Fig. 2) foi maior que na fase mais
avancada do periodo de lactacdo na data de apareci-
mento dos incisivos e na data de aberturas dos olhos.
O numero de células em processo de apoptose é
pequeno inicialmente e aumenta significativamente
entre 0 102 e 182 dia de lactacdo, data de abertura dos
olhos das crias (Fig. 3 € 4). A involucdo da glandula
é continuada até o periodo de desmame onde a por-
centagem de células em processo de apoptose man-
tém-se elevado (Fig. 5 e 6). No 192 dia de prenhez ja
podem serobservadas células positivas pararecepto-
resde prolactinanosalvéolosemborapouco numero-
sas quando comparadas aos outros grupos, (Fig. 7e8),
indicando o inicio do processo de producéo do leite.
O aumento de células positivas para receptor de
prolactinaédramatico quando se comparaaglandula
no final de prenhez com o primeiro dia de lactacéo.
Depois disso permanece em patamares constantes e
elevados até o desmame (Fig. 9). Neste periodo a
glandula mamaria mostra-se ainda ativa para a pro-
ducéo de leite (Fig. 10).
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Fig.1 - Fotomicrografia de cortes corados por H.E. Glan-
dulamamariade fémeas de camundongos. a: alvéolos, ca:

células adiposas, S: secre¢do. Aumento microscopico de
100X. Grupo 1 - 192 dia de gestacéo.

Numero de células apoptéticas

Grupos

Fig.3 - Porcentagem de células em processo de apoptose
nos alvélos de glandulas mamarias de fémeas de camun-
dongos. Foram contados 10 campos microscopicos com
aumento de 400X por glandula. Foram avaliados os gru-
pos2,3,56e7.

Fig.5 - Fotomicrografia de cortes corados pelo método
TUNEL. Glandula mamaria de fémeas de camundongos.
Setas: célulasapoptéticas. Aumentomicroscopicode 100X.
Grupo 7 — Desmame.
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Fig.2 - NUumero de alvéolos por campo microscépico em
glandulas maméarias de fémeas de camundongos. Foram
contados trés campos microscépicos com aumento de
100X por glandula.
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Fig.4 - Fotomicrografia de cortes corados pelo método
TUNEL. Glandula mamaria de fémeas de camundongos.
Setas: célulasapoptdticas. Aumentomicroscépicode 100X.
Grupo 6 - Dia da evidéncia da abertura dos dois olhos.
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Células marcadas para receptor de prolactina

Fig.6 - Porcentagem de células positivas para receptor de
prolactina, nos alvéolos de glandulas mamarias de fémeas
de camundongos. Foram contados 10 campos microsco-
picos com aumento de 400X por glandula.

Arg. Inst. Biol., S&o Paulo, v.71, n.4, p.451-456, out./dez., 2004



Imunohistoquimica para receptor de prolactina e apoptose em glandulas
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Fig.7- Fotomicrografia de cortes corados pela técnica de
imunohistoquimica parareceptor de prolactina. Glandula
mamaria de fémeas de camundongos. Seta: células
marcadas. Aumento microscopico 100X. Grupo 1-19%dia
de gestacao.

Fig.8 - Fotomicrografia de cortes corados pela técnica de
imunohistoquimica parareceptor de prolactina. Glandula
mamaria de fémeas de camundongos. Aumento micros-
copico 100X. Grupo 7 - Desmame.

20 . o : . . F 1
i X -
:-&L e v 7 s -

Fig.9 - Fotomicrografia de cortes corados por H.E. Glan-
dulamamariade fémeas de camundongos. a: alvéolos, ca:
células adiposas, S: secre¢cdo. Aumento microscopico de
100X. Grupo 7 - Desmame.

DISCUSSAO

Oprimeirodiade vidapos-natal é umafasecritica
do desenvolvimento. Logo apés o parto, ratos, seres
humanos e outros mamiferos sdo absolutamente de-
pendentes dos cuidados parentais e do leite materno

parasuasobrevivéncia. O leite produzido no primei-
ro dia de vida po6s-natal denomina-se colostro e por
ele, sdo transferidos anticorpos da mée para o recém-
nascido (SiLvAa & VascoNceLLos, 1988; Tucker, 1994).
Seres humanos e, também camundongos recém-nas-
cidos, séo imunologicamente deficientes (Jakoi et al.,
1985; AHouse et al., 1993).

Considera-se que quando as crias abrem os olhos
elastornam-serelativamenteindependentes das maes
por que comecam a se alimentar de s6lidos (SHiPMAN
etal., 1987). Iniciada a alimentagédo sélida, o nimero
de mamadas diminui, conseqlientemente o estimulo
dasuccao que éindispensavel paraamanutencioda
produgdo de prolactina e ocitocinacomecaa reduzir,
levando a baixa dos niveis de prolactina e ao comeco
dainvoluciodaglandulamamaria (Fucks etal.,1984)
que conforme QuArREE et al. (1996) comeca antes do
final da lactacéo .

No presente estudo no 192 dia de prenhez ja é
observadaapresencadealvéolos secretores nasextre-
midades dosductos, parénquimacomposto porgran-
de quantidade de tecido adiposo, entremeando-se
com septos de tecido conjuntivo frouxo. Tais resulta-
dos séo condizentes com dados de literatura que se
referem ao aspecto da glandula mamaria no final de
prenhez (SEacRoues & Rosen, 2001). Semelhante ao
relatado por Tucker, (1994) a partir do 192 dia de
prenhez os alvéolos estdo bem dilatados e apresen-
tam secrecdo, embora, habitualmente, a glandula
mamaria inicie a secre¢édo apenas apos o parto.

Ha controvérsia sobre o papel da prolactina na
inducdo de apoptose. Perk et al. (2003) relatam acdo
antiapoptética da prolactina na sobrevivéncia das
células humanas do corpo Iuteo. A prolactina tam-
bém estarelacionadaa regulacgédo do pool de linfécito
T, inibindo 0o mecanismo de morte celular. (BuckLEy&
BucLEy, 2000). Neste estudo foi observado a perma-
nénciaem niveisconstanteseelevadosaté odesmame
de células positivas para receptor de prolactina pode
estar envolvido no indice de apoptose.

Os nossos resultados sugerem que existem dois
fatos relevantes que devem ser considerados, o pri-
meiro é um percentual elevado de células positivas
para receptor de prolactina nos alvéolos mamarios
desde o primeiro dia de lactacdo até o periodo de
desmame. O segundo, de importancia para os estu-
dos sobre toxicologia, diz respeito ao momento de
iniciodainvolucdo daglandula, que parece aconte-
ceralgum tempo depois do aparecimento dosincisi-
vos. Os estudos para avaliacdo de toxicidade pos-
natal pressupdem que substancias administradas
as maes passam parao leite, sdo levadas ao lactante
eexercam nele seu efeito toxico (SiLvA &V ASCONCELLOS,
1988). De acordo com 0s nossos resultados apresen-
tados a glandula mamaria inicia o processo de
involugdo ainda na lactacdo, deste é necessario
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reavaliar o periodo adequado para o tratamento
materno.

Aavaliacdo do processo de apoptose nas glandu-
las mamarias de fémeas de camundongo durante a
lactacdo demonstrou que o namero de células em
apoptose aumenta significativamente quando com-
paramos o inicio do periodo lactacional e a época do
desmame. Estes resultados confirmam que aindugao
de apoptose estd inversamente relacionada com o
processo de succdo, atuando deste modo para a
involucdo da glandula maméria apés o desmame.

Finalmente nossosdados possibilitamsugerirque
a glandula mamaéria de fémea de camundongo tem
um perfil histolégico e imunohistoquimico caracte-
ristico na fase final da prenhez e em periodos especi-
ficos da lactacdo. Neste ultimo caso hd uma correla-
¢do entre os aspectos histologicos e
imunohistoquimicos da glandula e fases do desen-
volvimento das crias. Portanto, os estudos de
histofisiologia, as avalia¢cBes toxicoldgicas e
farmacoldgicas durante o periodo da lactagdo devem
levar em consideracdo as particularidades especifi-
casdosdiferentesmomentos do processo de lactagéo.
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