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RESUMO

O tratamento com baixas doses de guanetidina provoca desnervacao seletiva
em Orgaos sexuais acessorios de ratos Wistar e Sprague-Dawley, devido a deplecao
da noradrenalina nas terminacdes nervosas autondmicas simpéaticas. O modelo
experimental proposto possui semelhancas com casos de homens acometidos por
lesdo na medula espinhal. O objetivo deste trabalho foi investigar as concentracdes
de catecolaminas em 6rgaos reprodutores de ratos Wistar e Sprague-Dawley, apés
simpatectomia quimica por guanetidina e periodo de suspensdo do tratamento,
através do desenvolvimento e validacdo de um método analitico para a
determinacdo simultanea de noradrenalina e adrenalina, por Cromatografia Liquida

de Alta Eficiéncia com Deteccado Eletroquimi



significativa nos niveis de noradrenalina na vesicula seminal e de adrenalina na
cauda do epididimo dos ratos Wistar tratados com 10mg/kg de guanetidina, durante
30 dias. Nos ratos Sprague-Dawley, tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias,
houve diminuicdo de noradrenalina nos trés érgaos avaliados, embora a diferenca
tenha sido significativa apenas para o ducto deferente. As concentracbes de
noradrenalina no ducto deferente dos ratos Sprague-Dawley foram menores quando
comparadas aos valores obtidos em ratos Wistar, apos tratamento com guanetidina.
A comparacdo entre ratos controles mostrou que a variedade Sprague-Dawley
possui menor quantidade de noradrenalina. Apdos o periodo de suspensao do
tratamento por 90 dias pdde-se constatar a reversdo dos efeitos da guanetidina
sobre o peso dos 6rgaos reprodutores tanto em ratos Wistar quanto em Sprague-
Dawley, e sobre a concentracdo de noradrenalina na vesicula seminal dos ratos
Wistar, embora as concentra¢des de noradrenalina no ducto deferente, na variedade
Sprague-Dawley, e de adrenalina na cauda do epididimo dos ratos Wistar,
permanecessem reduzidas. Concluiu-se que a administragdo de guanetidina foi
efetiva em promover a simpatectomia quimica seletiva dos 6rgaos reprodutores de
ratos, o que ficou evidenciado pelo aumento dos pesos da cauda do epididimo e
vesicula seminal e pela diminuicdo das concentracdes de noradrenalina na vesicula
seminal dos ratos Wistar e no ducto deferente dos ratos Sprague-Dawley. A
variedade Sprague-Dawley mostrou-se mais sensivel aos efeitos da simpatectomia
quimica que a variedade Wistar, e isso se explica, pelo menos em parte, a menor
concentracdo de noradrenalina nos ratos da primeira variedade, o que também
poderia explicar a ocorréncia de desnervagdo mais rapidamente e com dose menor
de guanetidina. A suspenséo do tratamento por 90 dias foi efetiva em recuperar,
comparativamente ao grupo controle, o peso de o6rgaos reprodutores nas duas
variedades de ratos e a concentracdo de noradrenalina na vesicula seminal da
variedade Wistar, mas néo foi suficiente para reverter, a valores normais, as

concentragdes de noradrenalina no ducto deferente de ratos Sprague-Dawley.

Palavras-chaves: catecolaminas, tecido, CLAE, guanetidina, simpatectomia

quimica.



ABSTRACT

The treatment with low doses of guanethidine provokes selective denervation
in accessory sexual organs of Wistar and Sprague-Dawley rats due to depletion of
noradrenaline in the autonomic sympathetic nervous termination. The experimental
model proposed has similarities with cases of men with spinal cord injury. The
objective of this work was to investigate in the concentrations of catecholamines in
reproductive organs of Wistar and Sprague-Dawley rats, after chemical
sympathectomy with guanethidine and a period of suspension of the treatment,
through the development and validation of an analytical method for the simultaneous
determination of noradrenaline and adrenaline, by High Performance Liquid
Chromatography with electrochemical detection. The samples were obtained from
male rats of the varieties Wistar and Sprague-Dawley, control and those submitted to
a treatment (intraperitonially) with guanethidine sulfate, at the doses of 10mg/kg, for
30 days and 6.25mg/kg for 21 days, respectively. Percloric acid 0.4 mol L™ was used
in the procedure of catecholamine extraction. Next, the following steps were
performed: evaluation of the extraction time, assays of recovery (using the standard
addition calibration method) and determination of noradrenaline and adrenaline in
real samples. The best noradrenaline extraction yield was at 90 minutes for the
cauda epididymis and 60 minutes for the vas deferens. The extraction was kept
constant starting at 30 minutes for adrenaline in both tissue samples. The use of
percloric acid 0.4 mol L™* and the chromatographic method with eletrochemical
detection allowed a good extraction and quantification. The extraction of the analyte
resulted in recovery values between 56% and 114%, and coefficient of variation
between 3.8% and 23%. The quantification limit of the method was between 0.008
and 0.030ng/mg for noradrenaline, and 0.009 and 0.051ng/mg for adrenaline. The
analytical method was validated and applied to the real samples of the two varieties
of rats, allowing the determination of low concentrations of the catecholamines
studied, especially noradrenaline, that significantly diminishes after chemical
denervation of reproductive organs. Chronic exposure to guanethidine at the doses
of 6.25mg/kg (Sprague-Dawley rats) and 10mg/kg (Wistar rats) caused an increase
in the weights of seminal vesicle and cauda epididymis. There was a reduction in

noradrenaline levels in seminal vesicle and adrenaline in the cauda epididymis of



Wistar rats treated with 10mg/kg of guanethidine sulfate, for 30 days. In Sprague-
Dawley rats, treated with 6.25 mg/kg for 21 days, there was a reduction of
noradrenaline in the three organs evaluated, but the difference was significant only
for the vas deferens. The noradrenaline concentrations in the vas deferens of
Sprague-Dawley rats were lower than those in Wistar rats, after treatment with
guanethidine. The comparison between control rats showed that Sprague-Dawley
variety has less noradrenaline than the Wistar variety. After the period of suspension
of the treatment for 90 days there was a reversal of the effect of guanethidine on the
weight of the reproductive organs both in Wistar and Sprague-Dawley rats, and in the
concentration of noradrenaline in seminal vesicle of the Wistar rats, although the
concentration of noradrenaline in the vas deferens of the variety Sprague-Dawley,
and adrenaline in the cauda epididymis of Wistar rats remained reduced. It was
concluded that the guanethidine sulfate administration was effective in promoting
selective chemical sympathectomy of reproductive organs of rats, as shown by the
increase of cauda epididymis and seminal vesicle weights and by the reduction of the
concentration of noradrenaline in the seminal vesicle of Wistar rats and in the vas
deferens of the Sprague-Dawley rats. The Sprague-Dawley variety was found to be
more sensitive to the effects of the chemical sympathectomy than the Wistar variety,
and this can be explained, at least in part, by the lower concentration of
noradrenaline in the rats of the first variety, which also could explain the occurrence
of denervation sooner and with a smaller dose of guanethidine sulfate. The
suspension of the treatment for 90 days was effective in recovering, compared to the
control group, reproductive organ weights in the two varieties of rats and the
concentration of noradrenaline in seminal vesicle of the Wistar variety, but was not
enough to revert the concentrations of noradrenaline in the vas deferens of Sprague-

Dawley rats to normal values.

Key-words: catecholamines, tissue, HPLC, guanethidine, chemical sympathectomy.
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1 INTRODUGAO

1.1 Consideragdes sobre o sistema nervoso

O sistema nervoso, juntamente com o sistema enddcrino, possui a funcdo de
perceber as variacbes do meio (externo e interno), difundir as modificagbes que
essas variagbes produzem e executar as respostas adequadas para a manutencao
do equilibrio interno do corpo (homeostase). E responsavel pela coordenagdo e
regulacdo das funcdes corporais. As células que comandam essas func¢des sao 0s
neurdnios (Figura 1). O modo de transmissdo entre os neurbnios € carreado por
neurotransmissores, que sdo substancias quimicas neuroativas liberadas no lado
pré-sinaptico da juncéo entre dois neurdnios. A este evento denominamos sinapse.

A sinapse é o ponto de contato entre um neurénio e outro, sendo um local
préprio para a transmissao de sinais. Na sinapse, um neurdénio (0 pré-sinaptico)
libera neurotransmissores, que "viajam" pelo meio intercelular, até os receptores
sinapticos do neurdnio seguinte (o pos-sinaptico), desencadeando um potencial de
acdo no segundo neurénio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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Figura 1. Diagrama de um neurdnio. Fonte: www.guia.heu.nom.br/neurdnios.htlm



Os receptores sdo, na verdade, proteinas situadas na membrana celular do
neurdnio, que interagem com 0 neurotransmissor, provocando uma alteragédo
conformacional em algumas regiées da membrana (como canais de sodio ou cloro).
Isto produz uma polarizagdo ou despolarizacdo da membrana celular deste
neurdnio, que é o impulso elétrico gerado por uma sinapse quimica (BRUNTON et

al., 2007). A Figura 2 ilustra a dire¢do do impulso nervoso em um neurénio.
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Figura 2. Direcdo do impulso nervoso no neurdnio.
Fonte: www.guia.heu.nom.br/neurénios.htim.

A fenda sinaptica tem, em geral, cerca de 250 nm. Os terminais pré-
sinapticos sdo regides do neurdnio ricas em duas estruturas internas importantes: as
mitocondrias e as vesiculas sinpticas (Figura 3). As vesiculas sdo pequenas
"bolsas" que carregam os neurotransmissores. Um estimulo quimico ou elétrico pode
causar a migracdo das vesiculas para a membrana e consequente liberacao dos
neurotransmissores na fenda sinaptica.

O transmissor tem que ser sintetizado com extrema rapidez, porque a
guantidade armazenada pelas vesiculas s6 é suficiente para durar alguns minutos. A

producdo de neurotransmissores a partir de seus precursores torna-se possivel pela



presenca de enzimas especificas, a custa de um dispéndio de energia, fornecida
pelo ATP. Dai a importancia das mitocondrias, responsaveis pela producdo do ATP.

Uma vez na fenda sinaptica, as moléculas do neurotransmissor tém acesso
aos sitios receptores, situados em moléculas da membrana pos-sindptica e também
da pré-sinaptica. Tais sitios tém uma estrutura molecular particular que permite
reconhecer a molécula do transmissor, assim como uma fechadura reconhece sua
chave (o modelo € chamado de "lock and key").

A combinacdo do neurotransmissor com receptores da membrana poés-
sinaptica produz uma alteracdo na configuracdo espacial ou deformacdo do
receptor. Essa alteracdo conformacional faz com que o receptor abra canais ibnicos
especificos, modificando rapidamente a polaridade elétrica da membrana;
alternativamente, ativam enzimas formadoras de mensageiros quimicos no
citoplasma do neurdnio poés-sinaptico, que por sua vez provocam alteracdes mais
lentas e persistentes das propriedades elétricas da membrana neuronal ou, ainda,
modificam a velocidade de reacbes quimicas no citoplasma desse neurbnio,
alterando o seu funcionamento (BRUNTON et al., 2007).

A Figura 4 ilustra a formacéo e propagacao do impulso nervoso.
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Figura 3. Neurdnios com vesiculas contendo granulos de neurotransmissor.
Fonte: www. giovannichetta.it/sistema nervoso.htim
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Figura 4. Formacdo e propagacdo do impulso nervoso.
Fonte: www. giovannichetta.it/sistema nervoso.htim

1.2 Neurotransmissores

S&o substancias liberadas quando o terminal do axénio de um neurdnio pré-
sinaptico € excitado. Estas substancias, entdo, deslocam-se pela sinapse até a

célula alvo, inibindo-a ou excitando-a. Existem cerca de 30 neurotransmissores

conhecidos, que se dividem em 4 classes:

Classe 1: Acetilcolina (Ach)

A acetilcolina (Figura 5) € o Unico neurotransmissor desta classe. A Ach foi
primeiramente isolada em 1914, por Otto Loewi. Ele demonstrou que a Ach é a
substancia liberada quando o nervo vago € estimulado, causando a diminuicdo dos
batimentos cardiacos. Esse neurotransmissor, no sistema nervo central dos

humanos, esta também associado com os processos de memoria e aprendizagem

(BRUNTON et al., 2007).

H-C—H 0
H H H J H
+
H-C N ¢ C 0 C C—H
H H H H
H-C—H
H

Figura 5. Estrutura quimica da acetilcolina. Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades



Classe 2: Aminas

A noradrenalina (Figura 6) € uma molécula sintetizada no cérebro, sistema
limbico e nos 6rgaos da reproducdo. Esta molécula € um neurotransmissor, que esta
relacionado com o raciocino e emoc¢des. Uma de suas func¢des, no corpo, € manter a
tonicidade muscular nos vasos sanguineos, controlando a pressao sanguinea.

A adrenalina (Figura 6), além de ser um hormdnio, também €& um
neurotransmissor, e tém efeito sobre o sistema nervoso simpético, no coracéo,
pulmdes, vasos sanguineos, 6rgédos reprodutores, etc. E liberada em resposta ao
stress fisico ou mental. Seus principais efeitos sdo: aumento dos batimentos
cardiacos, dilatacdo dos brénquios e pupilas, vasoconstricdo, suor, entre outros
(BRUNTON et al., 2007).
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Figura 6. Estrutura quimica da noradrenalina e adrenalina.
Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades

Dopamina

A Dopamina (Figura 7) além de ser um precursor para a sintese de
noradrenalina atua como um neurotransmissor em certas sinapses, regulando canais
de potéassio e calcio na membrana pdés-sinaptica. Disturbios nestas sinapses estao
relacionados com o mal de Parkinson e a esquizofrenia (BRUNTON et al., 2007).
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Figura 7. Estrutura quimica da dopamina.
Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades



Serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5HT)

A serotonina (5-HT) (Figura 8) esta relacionada com variacées no padréao de
comportamento, como 0 sono, 0s impulsos sexuais, o humor, entre outros. Além do
cérebro, estd presente em varios 6rgdos no corpo humano, e € um potente
vasoconstrictor (BRUNTON et al., 2007).
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Figura 8. Estrutura quimica da serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5HT).
Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades

Classe 3: Aminoacidos

Vérios aminoacidos existem em grandes concentragdes no cérebro. Como
muitos sdo precursores e/ou metabdlitos de muitas reacdes no cérebro, fica dificil
saber se sdo ou ndo neurotransmissores. Alguns, entretanto, comprovadamente
possuem neuroatividade, inibindo ou excitando a membrana pos-sinaptica. Entre
eles, o &cido Gamaaminobutirico (GABA), a glicina e o glutamato (BRUNTON et al.,
2007).

Classe 4: Peptideos

Alguns peptideos sdo, também, neurotransmissores. Entre estes a insulina,
gue além de ser um horménio também é um neurotransmissor. E outros peptideos,

como a endorfina e a oxitocina (BRUNTON et al., 2007).



1.3 Catecolaminas

As catecolaminas sao importantes neurotransmissores e hormonios
circulantes, controladoras do sistema nervoso central e autbnomo (BENEDICT,
1987, PEREIRA et al., 1998). Sao responsaveis pelas fun¢cdes de uma variedade de
sistemas, como por exemplo, regulacdo da resposta ao stress, atividade
psicomotora, processo emocional, sono e memodria (PYTHON et al., 1996,
DURSTEWITZ et al.,, 1999, FERRY et al., 1999, ROMANIDES et al.,, 1999,
SOUTHWICK et al., 1999). Estdo envolvidas no controle de muitos processos
metabolicos, como a liberacdo de &cidos do tecido adiposo e secrecdo de hormdnios
(BREINDENBACH et al., 1998, KNIGGE et al., 1999, VALET e SOULNIER-BLACHE,
1999, DEMARIA et al., 2000). Possuem importante funcdo na regulacdo do sistema
imune, controlando a apoptose de linfocitos (BERQUIST et al., 1998).

Essas monoaminas apresentam em sua estrutura quimca (Figura 9) um anel
benzeno, grupos hidroxila fendlicos e alcéolicos e grupo amino. O anel benzeno, e
dois grupos hidroxilas formam o anel catecol, o qual confere o nome de

catecolamina a estes compostos.
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Figura 9. Estrutura quimica das principais catecolaminas.
Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades

A adrenalina e a noradrenalina sdo as catecolaminas mais importantes e
originalmente reconhecidas como produtos da medula da glandula adrenal e das
terminacdes nervosas adrenérgicas. A adrenalina é sintetizada e liberada no sangue
pela medula adrenal, que tem uma origem comum com 0s neurbnios do sistema

nervoso simpatico. A adrenalina proveniente das adrenais modula a liberacdo das



catecolaminas a partir das terminacdes nervosas adrenérgicas, via adrenoceptores
pré-sinapticos. Nessas terminacdes, a adrenalina pode ainda ser capturada e
posteriormente ser liberada como co-transmissor (SCHEURINK et al., 1989,
FERRARESE, 1993). Depois de capturada pelo neurbnio adrenérgico a
noradrenalina permanece nas vesiculas adrenérgicas, via sistema amino transporte,
podendo ser liberada para uma outra acao potencial.

As catecolaminas sdo sintetizadas a partir da tirosina, a qual € um
aminoacido aroméatico encontrado nos liquidos corporais, capturado pelos neurénios
noradrenérgicos. A tirosina é oxidada a 3,4-diidroxifenilalanina (dopa), a qual é
descarboxilada por aminoacido aromatico descarboxilase para produzir dopamina na
medula supra-renal. Esta é hidroxilada para originar noradrenalina. A seguir ocorre
metilacdo deste composto para produzir a adrenalina (LODISK et al., 1995). Quatro
enzimas estdo envolvidas na biossintese da noradrenalina e adrenalina, a qual

ocorre na medula adrenal, como mostra a Figura 10.
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Figura 10. Biossintese das catecolaminas.
Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades



O metabolismo (Figura 11) das catecolaminas ocorre pela acdo de duas
enzimas: a monoamina-oxidase (MAO) e a catecol-o-metitransferase (COMT). A
MAO controla o teor de noradrenalina e dopamina. Quando inibida, ocorre aumento
da liberacdo de noradrenalina. E encontrada nas células, ligada a membrana da
mitocondria. A MAO ocorre em duas formas: MAO A e MAO B. A primeira
metaboliza noradrenalina e 5-HT (serotonina), a segunda metaboliza dopamina. A
COMT esta amplamente distribuida no organismo. E a segunda principal via do
metabolismo das catecolaminas. Promove a metilagdo da noradrenalina no
metabolito normetanefrina e de um dos grupamentos catecol-OH no derivado metoxi.
Os produtos inativos do metabolismo da noradrenalina sdo excretados na urina

como acido vanilimandélico (VMA), metanefrina e normetanefrina.
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Figura 11. Metabolismo da noradrenalina e adrenalina.
Fonte: www.javeriana.edu.co/facultades



1.4 Consideragoes sobre a guanetidina

A guanetidina é uma droga classica blogueadora de neurdnios
noradrenérgicos. Foi muito utilizada a partir da metade da década de 50, enquanto
eram pesquisadas alternativas as drogas bloqueadoras ganglionares para uso no
tratamento da hipertenséo.

O principal efeito da guanetidina é inibir a liberacdo da noradrenalina das
terminacfes nervosas simpaticas, reduzindo ou abolindo a resposta dos tecidos a
essa estimulacao (RANG et al., 2004). Devido aos seus efeitos colaterais graves, a
guanetidina ndo € mais utilizada clinicamente. Apés longos periodos de tratamento,
observou-se disfungéo erétil e dificuldade de ejaculagédo, o que levou a sua retirada
do mercado consumidor inicialmente em paises da Europa e América do Norte e
depois no Brasil (BAUER et al., 1961; ROSENBLOON et al., 1963; V