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RESUMO

O tratamento com baixas doses de guanetidina provoca desnervacgao seletiva
em Orgéos sexuais acessorios de ratos Wistar e Sprague-Dawley, devido a deplegéo
da noradrenalina nas terminacdes nervosas autonémicas simpaticas. 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 orgaos reprodutores de ratos Wistar e Sprague-Dawley, apos
simpatectomia quimica por guanetidina e periodo de suspensédo do tratamento,
através do desenvolvimento e validacdo de um método analitico para a
determinacao simultdnea de noradrenalina e adrenalina, por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com Deteccéo Eletroquimica. As amostras foram obtidas de ratos
machos das variedades Wistar e Sprague- Dawley, controle e submetidos ao
tratamento (via intraperitonial) com guanetidina, nas doses de 10mg/kg, durante 30
dias e 6,25mg/kg durante 21 dias, respectivamente. Foi utilizado acido perclérico 0,4
mol L™ no procedimento de extracdo das catecolaminas. Em seguida as seguintes
etapas foram realizadas: avaliacdo do tempo de extracdo, ensaios de recuperagao
(empregando o método de calibracdo adicdo padrédo) e determinagdo de
noradrenalina e adrenalina nas amostras reais. O melhor rendimento de extracéo da
noradrenalina foi em 90 min na cauda do epididimo e 60 min no ducto deferente. A
extracdo manteve-se constante a partir de 30 min para a adrenalina nas duas
amostras de tecidos. O emprego do &cido perclérico 0,4 mol L' e o método
cromatografico com detecgdo eletroquimica permitiram uma boa extracdo e
quantificacdo. A extragao do analito resultou em valores de recuperacgao entre 56% e
114%, e coeficiente de variagcado entre 3,8% a 23%. O limite de quantificacédo do
método ficou entre 0,008 e 0,030 ng/mg para a noradrenalina, e 0,009 e 0,051
ng/mg para a adrenalina. O método analitico foi validado e aplicado com
desempenho as amostras reais das duas variedades de ratos, permitindo a
determinacdo de baixas concentracbes das catecolaminas estudadas,
principalmente da noradrenalina, a qual diminui significativamente apds desnervagao
quimica dos 6rgaos reprodutores. A exposi¢cao cronica a guanetidina nas doses de
6,25mg/kg (ratos Sprague-Dawley) e 10mg/kg (ratos Wistar) causou o aumento dos

pesos da vesicula seminal e da cauda do epididimo. Ocorreu uma reducao



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 6rgdos avaliados, embora a diferenga
tenha sido significativa apenas para o ducto deferente. As concentragbes de
noradrenalina no ducto deferente dos ratos Sprague-Dawley foram menores quando
comparadas aos valores obtidos em ratos Wistar, apos tratamento com guanetidina.
A comparagao entre ratos controles mostrou que a variedade Sprague-Dawley
possui menor quantidade de noradrenalina. Apés o periodo de suspensao do
tratamento por 90 dias pbéde-se constatar a reversao dos efeitos da guanetidina
sobre o peso dos 6rgaos reprodutores tanto em ratos Wistar quanto em Sprague-
Dawley, e sobre a concentragdo de noradrenalina na vesicula seminal dos ratos
Wistar, embora as concentracdes 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 6rgéos reprodutores de
ratos, o que ficou evidenciado pelo aumento dos pesos da cauda do epididimo e
vesicula seminal e pela diminuicdo das concentragdes 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 desnervagao mais rapidamente e com dose menor
de guanetidina. A suspensdo do tratamento por 90 dias foi efetiva em recuperar,
comparativamente ao grupo controle, o peso de 6rgaos reprodutores nas duas
variedades de ratos e a concentragdo de noradrenalina na vesicula seminal da
variedade Wistar, mas n&o foi suficiente para reverter, a valores normais, as

concentragcdes 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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INTRODUCAO



1 INTRODUGAO

1.1 Consideragdes sobre o sistema nervoso

O sistema nervoso, juntamente com o sistema enddécrino, possui a fungao de
perceber as variagcbes do meio (externo e interno), difundir as modificagbes que
essas variagdes produzem e executar as respostas adequadas para a manutengéo
do equilibrio interno do corpo (homeostase). E responsavel pela coordenacéo e
regulacdo das fungdes corporais. As células que comandam essas fungdes sao os
neurdnios (Figura 1). O modo de transmissdo entre os neurdnios & carreado por
neurotransmissores, que sao 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
proprio para a transmissao de sinais. Na sinapse, um neurbénio (0 pré-sinaptico)
libera neurotransmissores, que "viajam" pelo meio intercelular, até os receptores
sinapticos do neurdnio seguinte (o pds-sinaptico), desencadeando um potencial de
acao no segundo neurdnio (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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Figura 1. Diagrama de um neurdnio. Fonte: www.guia.heu.nom.br/neurénios.htim



Os receptores sao, na verdade, proteinas situadas na membrana celular do
neurbnio, que interagem com o neurotransmissor, provocando uma alteragao
conformacional em algumas regiées da membrana (como canais de sodio ou cloro).
Isto produz uma polarizacdo 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¢cao do impulso nervoso em um neurdnio.

* Direcsio do impulsol Ao préximo neurénio

Nucleo

Ao préximo neurdnio
irecdo do impulso

Figura 2. Diregdo do impulso nervoso no neurdnio.
Fonte: www.guia.heu.nom.br/neurdnios.htim.

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

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

producao 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 mitocéndrias, responsaveis pela produgao do ATP.

Uma vez na fenda sinaptica, as moléculas do neurotransmissor tém acesso
aos sitios receptores, situados em moléculas da membrana pds-sinaptica 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 pdés-
sinaptica produz uma alteragdo na configuragdo espacial ou deformagdo do
receptor. Essa alteragao conformacional faz com que o receptor abra canais ibnicos
modificando

especificos, rapidamente a polaridade elétrica da membrana;

alternativamente, ativam enzimas formadoras de mensageiros quimicos no
citoplasma do neurdnio pdés-sinaptico, que por sua vez provocam alteragées mais
lentas e persistentes das propriedades elétricas da membrana neuronal ou, ainda,
modificam a velocidade de reagdes quimicas no citoplasma desse neurénio,
alterando o seu funcionamento (BRUNTON et al., 2007).

A Figura 4 ilustra a formacéao e propagag¢ao do impulso nervoso.
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Figura 3. Neurbnios 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

S3ao substancias liberadas quando o terminal do axdénio de um neurénio 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) é o unico neurotransmissor desta classe. A Ach foi
primeiramente isolada em 1914, por Otto Loewi. Ele demonstrou que a Ach é a
substéancia liberada quando o nervo vago é estimulado, causando a diminui¢gdo dos
batimentos cardiacos. Esse neurotransmissor, no sistema nervo central dos

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

(BRUNTON et al., 2007).
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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 6rgdos da reproducdo. Esta molécula € um neurotransmissor, que esta
relacionado com o raciocino e emocgodes. Uma de suas funcdes, no corpo, € manter a
tonicidade muscular nos vasos sanguineos, controlando a pressao sanguinea.

A adrenalina (Figura 6), além de ser um horménio, também é um
neurotransmissor, e tém efeito sobre o sistema nervoso simpatico, no coragao,
pulmdes, vasos sanguineos, érgdos reprodutores, etc. E liberada em resposta ao
stress fisico ou mental. Seus principais efeitos sao: aumento dos batimentos
cardiacos, dilatacdo dos brdonquios e pupilas, vasoconstricdo, suor, entre outros
(BRUNTON et al., 2007).

Noradrenalina Adrenalina
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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 potassio e calcio na membrana pés-sinaptica. Disturbios nestas sinapses estao

relacionados com o mal de Parkinson e a esquizofrenia (BRUNTON et al., 2007).

HO CH, —CH; —NH,
HO

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 variagées no padrao de
comportamento, como o sono, os impulsos sexuais, 0 humor, entre outros. Além do
cérebro, esta presente em varios 6rgdos no corpo humano, e é 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

Varios aminoacidos existem em grandes concentragbes 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 pds-sinaptica. Entre
eles, o acido Gamaaminobutirico (GABA), a glicina e o glutamato (BRUNTON et al.,
2007).

Classe 4: Peptideos

Alguns peptideos sao, também, neurotransmissores. Entre estes a insulina,
que além de ser um hormdnio também é um neurotransmissor. E outros peptideos,
como a endorfina e a oxitocina (BRUNTON et al., 2007).



1.3 Catecolaminas

As catecolaminas sdo importantes neurotransmissores e hormoénios
circulantes, controladoras do sistema nervoso central e auténomo (BENEDICT,
1987, PEREIRA et al., 1998). Sdo responsaveis pelas fungdes de uma variedade de
sistemas, como por exemplo, regulacdo da resposta ao stress, atividade
psicomotora, processo emocional, sono e memoria (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
metabdlicos, como a liberagdo de acidos do tecido adiposo e secregcao de hormdnios
(BREINDENBACH et al., 1998, KNIGGE et al., 1999, VALET e SOULNIER-BLACHE,
1999, DEMARIA et al., 2000). Possuem importante fungdo na regulacéo 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 alcoolicos 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 sao as catecolaminas mais importantes e
originalmente reconhecidas como produtos da medula da glandula adrenal e das
terminagdes nervosas adrenérgicas. A adrenalina é sintetizada e liberada no sangue
pela medula adrenal, que tem uma origem comum com o0s neurdnios do sistema

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



catecolaminas a partir das terminagdes 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 neurdnio adrenérgico a
noradrenalina permanece nas vesiculas adrenérgicas, via sistema amino transporte,
podendo ser liberada para uma outra agao potencial.

As catecolaminas sdo sintetizadas a partir da tirosina, a qual € um
aminoacido aromatico 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 € 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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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 liberagdo 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
metabdlito 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 € wuma droga classica bloqueadora de neurbnios
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 hipertensao.

O principal efeito da guanetidina é inibir a liberacdo da noradrenalina das
terminagdes nervosas simpaticas, reduzindo ou abolindo a resposta dos tecidos a
essa estimulacdo (RANG et al., 2004). Devido aos seus efeitos colaterais graves, a
guanetidina ndo € mais utilizada clinicamente. Apos longos periodos de tratamento,
observou-se disfuncgao 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; VEJLSGAARD et
al., 1967; KEDIA e MARKLAND, 1975; RANG et al., 2004).

A guanetidina é seletivamente acumulada pelas terminagdes nervosas
noradrenérgicas, constituindo um substrato para a captura neuronal, como também é
denominada. Sua atividade bloqueadora inicial depende do comprometimento da
conducgao do impulso nas terminagcdes nervosas em virtude desse acumulo seletivo
(BROCK e CUNNANE, 1988). Sua acédo ¢ impedida por drogas como a anfetamina,
que bloqueiam a captura neuronal. A guanetidina capturada também é encontrada
nas vesiculas sinapticas e possivelmente interfere na capacidade da noradrenalina
sofrer exocitose, além de desloca-la de seus locais de armazenamento nas
vesiculas. Dessa maneira, provoca deplecao gradual e prolongada de noradrenalina
nas terminacdes nervosas simpaticas, semelhante ao efeito da reserpina (Figura 12).

Quando administrada em altas doses, a guanetidina produz lesdo estrutural
dos neurdnios, provavelmente devido ao acumulo de altas concentracbes da droga
nas terminagdes nervosas. Por conseguinte, a guanetidina pode ser utilizada como
neurotoxina seletiva (RANG et al., 2004).
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Figura 12. Mecanismo de acao da guanetidina. Em A: Efeitos imediatos da guanetidina
sobre a terminagdo nervosa noradrenérgica. Em B: Efeitos ap6s a administragdo em longo
prazo. GUA: guanetidina, NA: noradrenalina, MAO: enzima monoamina oxidase.

Fonte: SILVA (2002).



1.5 Ductos e glandulas do aparelho reprodutor masculino

1.5.1 Epididimo

O epididimo consiste em um longo ducto enovelado. Macroscopicamente, o
epididimo é dividido em cabeca, corpo e cauda. Os dois primeiros segmentos estao
relacionados com a maturagédo espermatica, enquanto o segmento terminal destina-
se ao armazenamento de esperma. A cauda do epididimo € o principal érgéo de
armazenamento e contém cerca de 75% do total dos espermatozoides epididimarios.
A maturagcdo dos espermatozodides ocorre durante a passagem pelo epididimo e a
sua motilidade aumenta quando eles entram no corpo do epididimo (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

O intersticio epididimario apresenta fibras nervosas adrenérgicas e
colinérgicas, associadas com elementos musculares e vasculares (RISLEY e
SKREPETOS, 1964, EL BADAWI e SCHENK, 1967, NORBERG et al., 1967,
BAUMGARTEN et al., 1968). A distribuicdo dessas fibras varia conforme as regides
do epididimo. Na cabeca e no corpo a inervagao € mais escassa, ao passo que a
cauda é muito irrigada por vasos sanguineos e contém uma alta concentragdo de
neurotransmissores adrenérgicos, noradrenalina e adrenalina (ELIASSON &
RISLEY, 1968). Uma das fungbes consideradas importantes, desempenhada pela
inervacdo autonbmica simpatica no epididimo, € a de mediar eventos
neuromusculares requeridos para o transporte de espermatozoides até o ducto
deferente (HIB et al., 1979, TALO et al., 1979).

1.5.2 Ducto deferente

O ducto deferente € a continuagdo do ducto epididimario, terminando na
uretra prostatica, onde esvazia seu conteudo. Antes de entrar na prostata, o ducto
deferente se dilata formando uma regido chamada ampola, onde o epitélio € mais
espesso e muito pregueado. Na porgao final da ampola desembocam as vesiculas
seminais. O segmento que entra na préstata € chamado ducto ejaculatorio, cuja

mucosa € semelhante a do deferente, porém n&o é envolvida por musculo liso. O



ducto deferente é caracterizado por um lumen estreito e uma espessa camada de
musculo liso, o qual sofre fortes contragdes peristalticas que participam da expulsao
do sémen durante a ejaculacdo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

1.5.3 Glandulas acessorias

As glandulas genitais acessoérias sdo as vesiculas seminais, a prostata e as
glandulas bulbouretrais, produtora de secregbes essenciais para a fungéo
reprodutiva do homem (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Neste trabalho daremos importancia apenas a vesicula seminal.

1.5.3.1 Vesicula seminal

As vesiculas seminais se posicionam lateralmente as porcdes terminais de
cada ducto deferente. Apresenta mucosa pregueada e forrada com epitélio cubdide
ou pseudo-estratificado colunar, rico em granulos de secreg¢ao. A lamina propria é
rica em fibras elasticas e é envolvida por uma delgada camada de musculo liso. As
vesiculas seminais ndo sao reservatorios para espermatozéides. Elas séo glandulas
que produzem uma secre¢cao amarelada que contém substancias importantes para
os espermatozoéides, como frutose, citrato, inositol, prostaglandinas e varias
proteinas. Carboidratos produzidos pelas glandulas acessérias do sistema
reprodutor masculino e secretados no liquido seminal constituem fonte energética
para a motilidade dos espermatozéides. O monossacarideo frutose € o mais
abundante desses carboidratos. Setenta por cento do volume de ejaculado humano
se origina nas vesiculas seminais. O grau da atividade secretora da glandula é
dependente dos niveis circulantes de testosterona (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

A Figura 13 ilustra os 6rgaos do sistema reprodutor masculino.
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Figura 13. Orgdos do sistema reprodutor masculino.
Fonte: www.rbp.fmp.usp.br/gametogenese.htim



1.6 Efeitos da guanetidina no controle nervoso auténomo do

aparelho reprodutor masculino

O aparelho reprodutor masculino recebe abundante inervacado do sistema
nervoso autbnomo. A inervacdo autondmica participa do controle da vasoatividade
testicular, do transporte de espermatozéides através do sistema de ductos
(HODSON, 1965) e das secregdes produzidas pelas glandulas sexuais acessorias
(WANG et al, 1991). Esses oOrgédos apresentam uma grande quantidade de
neurénios ao redor das células da musculatura lisa (SJOSTRAND, 1965, NORBERG
et al., 1967).

Estudos farmacolégicos e microcirurgicos de desnervagdo vém mostrando a
grande importancia da inervagdo simpatica sobre a regulacdo da maturacéo,
transporte e armazenamento de espermatozéides no epididimo (para referéncias
vide RICKER, 1998).

Sabe-se que a desnervagdo quimica pela guanetidina depleta a
noradrenalina, que é um dos neurotransmissores responsaveis pela contratilidade da
musculatura lisa no aparelho reprodutor, o que acarreta acumulo e retengao de
espermatozoides e secre¢des nos ductos e glandulas, levando ao aumento do peso
dos o6rgados reprodutores. Experimentos de desnervagédo simpatica por guanetidina
no sistema reprodutor masculino mostram a dilatacdo de algumas estruturas,
refletindo disturbio na contratilidade ductular com a consequente retencédo do
esperma e produtos de secregao (HODSON, 1964, 1965; EVANS et al., 1972, 1979;
LAMANO CARVALHO et al., 1990, 1993b).

Sabe-se que a perda da inervacdo autonémica simpatica esta relacionada
com alteragdes na fertilidade e na capacidade reprodutiva de animais experimentais.
Assim, melhor explorar o modelo experimental de desnervacdo quimica por
guanetidina € muito importante em pesquisas, pois possui também semelhancgas
com O que ocorre nos casos de homens acometidos por lesdo na medula espinhal.

Experimentos demonstraram auséncia de espermatozdides nas vaginas de
fémeas acasaladas com ratos tratados cronicamente com guanetidina, e que apos
um periodo de 4 semanas, da suspensao do tratamento, parte desses ratos havia
recuperado a fertilidade, sugerindo que se os mesmos fossem mantidos por um
periodo adicional de tempo, melhores resultados poderiam ser obtidos (HEPP &
KREYE, 1973; STEFANICK et al., 1985). Seguindo esse contexto, SILVA (2002),



mostrou que a suspensao do tratamento por 8 semanas em ratos Wistar tratados
com 10 mg/kg de guanetidina, foi efetiva para recuperar o peso dos o6rgaos
reprodutores e a contagem de células germinativas, mas nao foi suficiente para
reverter, a valores normais, 0 numero de espermatozdides ejaculados.

Ratos Wistar (SILVA, 2002) e Sprague-Dawley (KEMPINAS et al., 1998b)
tratados com a mesma dose de guanetidina durante mesmo periodo de tempo (6,25
mg/kg, por 21dias), apresentaram diferentes respostas quanto ao desempenho
reprodutivo. A variedade Sprague-Dawley se mostrou mais sensivel, sendo incapaz
de ejacular, enquanto que a Wistar ejaculou um numero menor de espermatozoides.
A analise de parametros farmacolégicos da vesicula seminal (SILVA, 2002), poderia
explicar o aumento do peso deste 6rgdo, devido a diminuigdo de sensibilidade a
acetilcolina, mediador também responsavel pela contratilidade do o6rgdo. A
reatividade farmacoldégica também explicou que a presenga de ejaculacdo na
variedade Wistar foi decorrente, pelo menos em parte, ao aumento de sensibilidade
a noradrenalina no ducto deferente, o que promoveu a contratilidade do 6rgéo, e
garantiu a ejaculagdo do macho desnervado. Esse aumento de sensibilidade foi
consequéncia da atuagdo da noradrenalina endégena (considerando que
catecolaminas sao liberadas durante o processo fisiologico normal de
comportamento sexual) em receptores a4, 0 que foi evidenciado pelo uso da droga
fenilefrina. Sabe-se que populagdes de adrenoceptores atuam em O6rgaos
reprodutores, participando de importantes fungdes relacionadas a contratilidade, a
qual garante a ejaculagao.

Apesar dessas alteragdes observadas com o emprego da guanetidina, nao
se pode afirmar que os animais estao totalmente desnervados, e desta forma, ndo é
garantido exatamente o impacto da desnervagdo sobre a contratilidade, afetando
consequentemente, parametros reprodutivos e fertilidade dessas diferentes

variedades de ratos.



1.7 Consideragoes gerais sobre cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC)

A cromatografia é definida como um método fisico-quimico de separagao
dos componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes entre
duas fases. Uma das fases permanece estacionaria, enquanto a outra se move
através dela. O desenvolvimento cromatografico se da pelas diferentes interagdes
dos componentes das amostras com a fase mével e a fase estacionaria, resultando

em migragoes diferenciais destes componentes (COLLINS et al., 1998).

1.8 Desenvolvimento de diferentes colunas cromatograficas
empregadas na extracdao “on line”, para determinagoes de

analitos por HPLC em matrizes complexas

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica analitica
extremamente importante para a andlise de amostras com as mais variadas
estruturas e propriedades fisico-quimicas. Contudo, o sucesso de uma analise
depende da qualidade do pré-tratamento da amostra que visa a obtencdo de
solugdes homogéneas, reprodutiveis e compativeis com o método de HPLC
escolhido, tornando o método de analise robusto e preciso.

Materiais biolégicos sdo complexos e frequentemente contém proteinas,
sais, acidos, bases e compostos organicos com propriedades similares ao analito.
Portanto, o pré-tratamento dessas amostras tem como objetivo: a) remover os
interferentes, aumentando a seletividade do método; b) concentrar o analito,
tornando o método mais sensivel; c) converter a amostra, se necessario, em analito
mais adequado para detecgdo ou separagao; e d) fornecer um método robusto e
reprodutivel que seja independente de variagdes da matriz da amostra. Além disso,
o procedimento de preparo da amostra deve ser rapido e conveniente, com perdas
minimas de analito, e baixo custo de analise (KATAOKA, 2003).

Ha varias técnicas ditas “off-line” para o pré-tratamento de amostras
biolégicas, por exemplo, a extracdo em fase sélida (solid-phase extraction, SPE) e
extragao liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE) sdo as mais classicas. No

entanto, apesar destas técnicas serem mais seletivas e modernas, alguns problemas



ainda persistem: o tempo gasto no preparo das amostras, o0 manuseio laborioso
nesta etapa ainda existe e os materiais usados no desenvolvimento de um método,
ou sao descartaveis, ou tém tempo de vida curto. Assim, o uso de procedimentos de
extragao “on-line” é particularmente atrativo em situagdes onde um grande numero
de amostras deva ser analisado rotineiramente e/ou materiais perigosos (téxicos), ou
altamente infecciosos devam ser processados.

Dentre as técnicas de injecédo direta e repetitiva de amostras biologicas n&o
tratadas no sistema de HPLC, a que utiliza fases RAM (Restricted-Access Media)
tém um enorme destaque, sendo extremamente vantajosa em pesquisas e analises
clinicas, toxicoldgicas e farmacéuticas, entre outras, devido a sua capacidade de
reduzir o tempo e a mao-de-obra empregada no procedimento analitico.

O mecanismo das fases RAM baseia-se na cromatografia de exclusdo nao
adsortiva de macromoléculas (proteinas, acidos nucléicos), que possuem uma
regido hidrofilica, e na cromatografia de fase-reversa, que promove a retencao do
analito de interesse na superficie hidrofobica da coluna, (OERTEL et al., 1998;
HAGESTAM e PINKERTON, 1985) Assim, macromoléculas como as proteinas,
eluem no volume morto da coluna sem acumulagao destrutiva, porém as pequenas
moléculas (por exemplo, farmacos e seus metabdlitos) se ligam aos sitios
hidrofobicos e sao separadas (Figura 14), (BOSS e RUDOLPHI, 1997, HAGINAKA,
1991).
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Figura 14. Mecanismo cromatografico das fases RAM,
P: proteinas; FH: fase hidrofébica. Fonte: SIMIONATO (2005).



A separacdo de compostos macromoleculares por exclusdo nédo adsortiva
pode ser realizada usando-se 0os mecanismos das barreiras de difusao fisica ou
quimica (BOSS e RUDOLPHI, 1997). Na barreira de difusdo fisica, a limitagdo da
acessibilidade macromolecular se deve a estrutura do poro da fase cromatografica,
por exemplo, poros com diametros de 6 nm promovem uma exclusdo completa das
proteinas séricas e plasmaticas. Por outro lado, no mecanismo da barreira de
difusdo quimica, a superficie da silica € quimicamente ligada a estruturas que
previnem a adsor¢cao de macromoléculas sobre a fase, bem como previnem sua
desnaturagcado. Neste mecanismo, polimeros naturais ou sintéticos, bem como
proteinas, sdo ligados adsortiva ou covalentemente a superficie da silica.

Com relagdo ao mecanismo cromatografico da superficie quimicamente
ligada, as fases RAM séao classificadas em dois grupos: fases de superficie bimodal
e fases de superficie unimodal (HAGINAKA, 1991, PINKERTON, 1991, BOSS e
RUDOLPHI, 1997).

As fases de superficie bimodal apresentam duas classes de substancias
organicas, ligadas quimicamente sobre a superficie da silica, originando dois
mecanismos de separagao, caracterizada pela presengca de uma regidao externa
hidrofilica e outra interna hidrofébica. Aqui estdo agrupadas, entre outras, as fases
reversas proteina-mobilizadas, as fases ISRP, ADS e SPS. Em relagao as fases de
superficie unimodal, elas também podem apresentar uma ou duas substancias
organicas ligadas quimicamente de forma uniforme, apresentando uma cobertura
homogénea, ou melhor, ambas as superficies externa e interna tém
simultaneamente caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas. Neste grupo estédo
incluidas, por exemplo, as fases MMP (Mixed Mode Phases), MFP (Mixed-function
Phases) e SHP (Shielded Hydrophobic Phases).

Outra classificagcdo mais ampla para as fases RAM foi sugerida por BOOS e
RUDOLPHI (1997) e BOSS e GRIMM (1999). Segundo esta classificagédo, as fases
RAM sao agrupadas em quatro tipos, de acordo com os mecanismos de excluséo e
com a caracteristica da superficie do suporte (Figura 15).

Dentre essas diversas fases, apresentadas na Tabela 1, algumas delas
obtiveram enorme sucesso quando do desenvolvimento de métodos para analises
de amostras biolégicas, sendo comercialmente disponiveis ou de facil preparo em

laboratorio.



YOSHIDA et al. (1984) descreveram a preparagcdao de uma fase Cig
imobilizada com proteina. A superficie externa desta fase era hidrofilica, permitindo a
exclusdo de proteinas e os poros eram hidrofobicos o suficiente para reter
xenobidticos e seus metabdlitos. Fases proteina-imobilizadas tém sido empregadas
com bastante sucesso na analise direta de xenobidticos em diversos fluidos
bioldgicos, tais como leite (MENEZES e FELIX, 1996), plasma (CASS et al., 2002) e
saliva (GOMES et al., 2003).

A primeira fase ISRP (Internal Surface Reverse Phase) introduzida em 1985
apresenta a superficie interna coberta com o oligopeptideo glicil-L-fenilalanil-L-
fenilalanina e a superficie externa coberta com o ligante glicii (HAGESTAM e
PINKERTON, 1985).

As fases chamadas de ADS (Alkyl-Diol Silica) foram preparadas por BOSS e
RUDOLPHI (1997) e apresentam uma superficie externa com caracteristicas
hidrofilicas contendo grupos diol e superficie interna com caracteristicas hidrofébicas
contendo grupos alquilicos (butil, octil ou octadecil) ligados a silica. Essas fases séo
comercialmente conhecidas como LiChrospher® ADS (Merck Alema).

DESILETS et al. (1991) prepararam fases SPS (Semi-Permeable Surface),
através do recobrimento de uma superficie de fase hidrofobica (Cs ou C4g) com uma
camada de um polimero hidrofilico (o polioxietileno) que limita o acesso das
proteinas a fase estacionaria hidrofébica adjacente. Na primeira geragao destas
fases, o polimero é ligado adsortivamente a silica, mas na segunda geragao, a

ligagdo é covalente.
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Figura 15. Classificacao das fases RAM. *Topoquimica: mecanismo
de adsorc¢ao. Fonte: SIMIONATO (2005).

As fases RAM que combinam diferentes modos cromatograficos (por
exemplo, cromatografia de exclusdo e de afinidade) ou diferentes funcionalidades
(ligantes hidrofilicos e hidrofébicos) sobre uma superficie uniforme de silica, sao
denominadas de fases MMP (Mixed-Mode Phases) e MFP (Mixed-Function Phases),
(BOSS e RUDOLPHI, 1997, HAGINAKA et al., 1990).

As fases chamadas de SHP (Shielded Hydrophobic Phases),
comercialmente disponiveis sob o nome de Hisep® (Supelco), consistem de uma
rede hidrofilica (polimeros de polioxietileno) contendo regides hidrofébicas
(aromaticos substituidos) ligadas a superficie da silica (GISCH et al., 1988).

Analiticamente, as fases RAM tém aplicagao versatil, podendo ser utilizadas
no modo simples de analise, ou seja, a amostra ndo € tratada, sendo diretemente
injetada na coluna, onde a matriz complexa € excluida e analitos e seus metabdlitos

ficam retidos, sendo posteriormente analisados por eluicdo gradiente (BOSS e



RUDOLPHI, 1997). Desta forma, a coluna funciona simultaneamente como coluna
de exclusao e coluna analitica. Essas colunas também sao amplamente empregadas
em analise cromatog’rafica multidimensional, que é uma técnica de acoplamento de
duas ou mais colunas para a extracdo de interferentes e analise de amostras
complexas contendo muitos componentes. O objetivo basico da técnica da
cromatografia multidimensional € maximizar a injecdo da banda do analito da
segunda coluna enquanto minimiza a inje¢do dos compostos interferentes. Neste
caso, uma coluna RAM curta é usada como pré-coluna e os analitos sido transferidos
através de uma valvula de desvio, para uma coluna analitica apés eluicao da matriz
(BOOS e RUDOLPHI, 1997, GIDDINGS, 1990, CORTES e ROTHMAN, 1990,
MAJORS et al., 1996, FRIED e WAINER, 1997 e ANDERSON, 1999).

Tabela 1. Classificacdo das fases RAM desenvolvidas.
ANO FASES RAM TIPO
A

1987- Suportes de silica porosa modificada por ligantes diol e suportes poliméricos

porosos modificados com carater hidrofilico (BioPak®, Walfort e Partnes) (BOSS et al.
1987).

1990- Fases de B-ciclodextrina-diol e ligantes hidrofébicos (fenil,butil ou octil)-diol para
injecao direta de soro em analise de farmacos quirais e aquirais (HAGINAKA et al. , 1990).
1991- Fases micelares supotadas: silica 10 nm de poro recoberta com camada de
sufarctante (N,N-bis[2-metdxietil]-11-sililundecamida) adsorvida (FEIBUSH e
SANTASANIA, 1991).

1993- Fase biomatrix (ChroSpher® 5 Biomatrix): silica porosa 13 nm ligada com estruturas
hidrofébicas (fenil e alquil) e hidrofilicas (hidroxilas) (BOSS e RUDOLPHI, 1997).

1994- Suportes de silica com glicerilalquilsilano (WS GP-N6®, Waco Co. Japonesa) (SUDO
et al., 1994).

1995- Fases de camada binaria: silica 10 nm de poro modificada com 3-(2,3-
dihidroipropoxi) propilsilano (NIMURA et al. 1995).

B
1985- Fase ISRP: silica 8 nm de poro modificada, superficie interna recoberta com glicil-L-
fenilalanil-L-fenilalanina e superficie externa com ligantes glicil (GFF® Regis Technolgies,
lllinois) (HAGESTAM e PINKERTON, 1985).




1986- Fases ISRP: silica 8 nm de poro com superficie interna recoberta com glicil-L-
fenilalanina (GF), glicil-L- fenilalanil-L-fenilalanil-L-fenilalanina (GFF) e superficie externa
com glicil:silica APS 8 nm de poro recoberta internamente com (1) N-tert-butoxicarbonil-L-
fenilalanina, (2)N-carbobenzoéxi-L-valil-L-fenilalanina, (3)N-acetil-L-fenilalanina, (4)N-
benzoil-L-fenilalanina, (5)acidofenilpropiénico e externamente com glicidol (COOK e
PINKERTON, 1986).

1989- ISRP diol: silica 9 nm de poro modificada com superficie interna N-
octanoilaminopropil-ligantes e superficie externa diol (HAGINAKA et al., 1989).

1989- Fase Styrisorb tris-modificada: poliestireno hidrofébico com superficie externa
modificada com tris-(hidroximetil)metilamina) (DAVANKOV e TSYURUPA, 1989).

1990- ISRP diol: silica 5-6 nm de poro modificada-superficie interna com ligantes C4, Cs,

Cigou fenil etil-ligantes e superficie externac om ligantes diol (KIMATA et al., 1990).

1991- Fase ADS (alkyl-diol silica): silica 6 nm de poro com superficie interna ligada com
grupos hidrofébicos (butil, octil ou octadecil) e superficie externa com diol (LiChrospher(]
ADS, Meck, Alema) (BOOS et al., 1995).

1992- ISRP de Pinkerton (GFF) mais homogéneo e reprodutivel (GFFIl, Regis
Technoligies, lllinois) (PERRY et al., 1992).

1994- Suporte polimetacrilico hidrofilico com superficie interna C4g ou fenil-ligada (SMIGOL
et al., 1994).

2000- Fase LiChrospher XDS (Merck): silica 6 nm de poro com superficie interna com
ligantes de troca catibnica (acidosulféonico-SO3) e superficie externa com ligantes diol
(RACAITYTE et al., 2000).

2001- Fase reversa imobilizada com metilcelulose imobilizada (YAMAMOTO et al., 2001).

Cc
1988- Fases SHP (Hisep, Supelco): silica 10 nm de poro modificada, polimeros de
polioxietileno, com regides hidrofobicas ligadas a superficie da silica (GISCH et al., 1988).
1994- Fases com ligantes poliglicol com residuos hidrofébicos (Cg, Cqs, ciano e fenil)
(ZHANG et al., 2000).
1996- Fase MFP capeada com polimero: silica 9 nm de poro adsorvida com camadas de
materiais hidrofilicos e hidrofébicos- uma camada de poimero de silicone e uma camada
de ligantes biocompativeis (por exemplo, polioxietileno). Variagbes desta coluna contendo
polioxietileno com residuos fenil, C; ou Cg sdo disponiveis sob o nome de Capcell Pak
(Shiseido Co. Japonesa) (KANDA et al., 1996).

D
1982- Fases C;g proteina-imobilizadas: silica 12 nm de poro, 20-32 [Im de particula
imobilizada com proteinas plasmaticas humanas, albumina sérica bovina ou proteinas
plasmaticas de coelho (YOSHIDA et al., 1984).




1991- Fases SPS (Regis Technolgies, lllinois):silica Cg ou Cqs recoberta
com surfactantes n&o-anidnicos de polimeros hidrofilicos (por exemplo, polioxietileno).
Atualmente: versdes Cg, Cqg, ciano e fenil recobertas com polimeros hidrofilicos
covalentemente ligados (DESILETS et al., 1991).

1991- Fase Bioptic AV (GL Sciences, Japao): fase APS conjugada com avidina para
injecao direta de plasma em analise quiral (ODA et al., 1991).

1992- Fases difilicas: silica Cg, C45, C4s, 5-6 Nm de poro imobilizada com uma camada de
albumina estabilizada com glutaraldeido (BOGOSLOVSKII et al., 1992).

1993- Fase Ultrabiosep. A estrutura exata desta fase nao é descrita na literatura, mas o
suporte base é silica hidrofébica (C4, Cs € C4s) recoberta com um polimero bioldgico
(GONZALEZ et al., 1993).

1994- Fase Bio Trap (Chrom Tech, Suécia): silica C4g imobilizada com acido 0[-L-
glicoproteina (HERMANSSON e GRAHN, 1994).

1995- Fase de poliestirenodivinilbenzeno recoberta covalentemente com uma camada de
metacrilato hidrofilico (HOSOYA et al., 1995).

1996- Fases RAM-BSA: silica C4g 6 nm de poro imobilizada com uma camada de albumina
sérica bovina estabilizada com glutaraldeido (MENEZES e FELIX, 1996).

1.9 Silica gel

A silica empregada como fase estacionaria foi muito estudada devido a sua
adsorcao, estabilidades mecanica e térmica, eficiéncia, rigidez, grande area
superficial e pelo seu bom desempenho (COLLINS et al., 1998).

A silica gel, classificada geralmente como um oOxido de silicio (SiO2) € um
solido amorfo, fabricada em varias industriais por diferentes rotas cinéticas
(BIDLINGEMEYER, 1992, COLLINS et al., 1998).

O conhecimento da estrutura quimica da silica € de grande relevancia para a
compreensao do comportamento e da reatividade deste 6xido inorgénico em varios
processos cromatograficos (BIDLINGEMEYER, 1992).

A silica gel pode ser considerada como um polimero inorganico formado por
unidades tetraédricas de SiO4. Os atomos de silicio internos tendem a manter sua
coordenacao tetraédrica com o oxigénio formando a ligag&o siloxano (Si - O — Si).
Os atomos de silicio externos completam seu numero de coordenacio através da

ligacdo com grupos hidroxilas formando os chamados grupos silandis (Si — OH).



Sob o ponto de vista cromatografico, os grupos silandis sdao os mais
importantes devido a sua polaridade, facil capacidade de fazer pontes de hidrogénio
e de induzir dipolos em outras moléculas, sendo considerados como fortes sitios de
adsorcdo, enquanto que os grupos siloxanos s&o considerados hidrofobicos
(MELANDER et al., 1981). Portanto, os silandis sao os grupos ativos da superficie
da silica gel através dos quais se podem ligar grupos organofuncionais por meio de
reagdes quimicas (NAWROCKI, 1997). A ligacéo siloxano é relativamente estavel,
entretanto o seu carater hidrofébico torna possivel a retengdo de moléculas
apolares. O sitio hidrofébico do grupo siloxano pode ser considerado como um
centro de interagdes do tipo fase reversa, quando fases moéveis aquosas sao
empregadas (MELANDER et al., 1981).

Para se obter um aumento na reatividade dos grupos silandis na superficie
da silica, é necessario que se remova a agua fisicamente sorvida ou ligada por
pontes de hidrogénio as hidroxilas destes grupos silandis, submetendo o material a
um aquecimento controlado, 100 a 150°C, de 12 a 15 horas (NAWROCKI, 1997,
CIOLA, 1998). De um modo geral as propriedades da silica dependem das
condicbes de fabricagdo, que normalmente podem ser fixadas entre 25 a 40
variaveis experimentais, a fim de se obter um produto reprodutivel, isto é, com as
mesmas caracteristicas fisico-quimicas (CIOLA, 1998). Por esta razado, colunas
cromatograficas de diferentes fabricantes ou do mesmo fabricante possuem
comportamentos diferentes.

As propriedades relacionadas ao processo de adsorcdo que dependem da
estrutura fisica da silica gel sdo: areas superficiais especificas, tamanhos das
particulas, didametro médio das particulas, diametro médio dos poros e volume
especifico dos poros. A area superficial especifica indica a extensédo da superficie da
silica disponivel a interacdes fisicas e quimicas.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas das silicas disponiveis

comercialmente e empregadas em cromatografia (CIOLA, 1998).

Tabela 2. Caracteristicas da silica.

CARACTERISTICAS SILICA
Area especifica Entre 1 e 800 m® g
Volume do poro Entre 0,5e 1,0 cm° g

Didametro médio dos poros Entre 50 e 4000 angstrons




1.10 Aplicagoes da coluna cromatografica ISRP (Superficie Interna de
Fase Reversa) em determinacdées de analitos por HPLC em

matrizes complexas

A separacdo e quantificacdo de moléculas de matrizes complexas tém
apresentado um desafio importante no campo da cromatografia liquida. Em
particular, as analises de drogas, metabdlitos e pesticidas em fluidos bioldgicos, tem
sido historicamente problematica. Isto se deve a necessidade de remover primeiro
as proteinas, para evitar que danifiquem as colunas cromatograficas. A preparagéo
convencional da amostra envolve procedimentos de precipitagcdo, seguida por
extracao e pré-concentracado dos analitos.

HAGESTAM e PINKERTON (1985) e PINKERTON et al. (1991),
desenvolveram e patentearam a fase estacionaria com Superficie Interna de Fase
Reversa — ISRP. Este conceito foi inovador para as determinagdes de drogas e
metabdlitos em matrizes biolégicas por HPLC. Esta fase estacionaria foi sintetizada
a partir de uma silica, com didmetro de poro apropriado, quimicamente ligado a um
glicerilpropil, imobilizada com um polipeptidio e finalmente ativada com uma enzima
carboxipepdase A, que atua principalmente nos grupos carboxilas livres. Estas
enzimas tém um diametro aproximado de 3,1 nm, e a albumina, principal proteina
dos fluidos biolégicos, um didametro de 4,0 nm. Portanto, as proteinas do soro,
plasma ou urina n&do podem alcangar a superficie interna desta fase estacionaria
apdés tratamento enzimatico. A fase estacionaria ISRP possui caracteristicas
hidrofdbicas na superficie interna da silica e mantém a superficie externa da silica
com propriedades hidrofilicas ndo adsorvidas para as proteinas.

Na coluna cromatografica ISRP a extragdo das catecolaminas presentes em
amostras de fluidos biolégicos, ocorrem por dois mecanismos:

A - A fase estacionaria com distribuicdo de didmetro de poro controla a
separagdao. Em geral as proteinas presentes em amostras de fluidos bioldgicos,
possuem moléculas com dimensdes médias de 144 nm, sendo denominadas de
macromoléculas. Isto impede que as mesmas penetrem nos poros da silica, que
possuem diametro médio de 100 nm. Apds a imobilizagdo da albumina humana
sobre a superficie da fase estacionaria, esta passa a possuir propriedades
hidrofilicas. Desta forma, as proteinas presentes na amostra de fluido biolégico nao

sao adsorvidas, por possuirem propriedades hidréfobas.



B - As catecolaminas possuem pequenas moléculas, capazes de
penetrarem nos poros da silica e serem adsorvidas pela fase estacionaria,
octadecilsilano possibilitando a extragdo da amostra de fluido biologico.

Estas colunas cromatograficas foram empregadas nas determinagbes de
drogas presentes em soro sanguineo, leite e urina por injegao direta em HPLC
(PINKERTON et al.,, 1991). Os resultados apresentados foram extraordinarios no
campo da analise de fluidos bioldgicos.

Varios métodos analiticos, empregando a técnica de inje¢do direta da
amostra utilizando colunas ISRP tém sido desenvolvidos e avaliados para aplicacbes
como: determinacgao de fenilalanina em plasma humano, diagnéstico e tratamento de
fenilcetonuria (ATHERTON, 1989), determinagcédo de drogas enantioméricas em soro
(HAGINAKA e MURASHIMA, 1993, HAGINAKA, SEYAMA e MURASHIMA, 1994),
extracao e identificacdo de carbamazepina em soro humano (DARYL et al., 1988),
extracdo e separacdo de pesticidas em leite cru (MENEZES e FELIX, 1996). Muitas
fases estacionarias, contendo proteinas ligadas sobre a superficie da silica, tais
como: albumina de soro bovino (MENEZES et al., 1998), albumina de soro humano
(ALLENMARK, 1986) sdo empregadas para determinagado de pesticidas e cafeina
em amostras de fluidos biolégicos.

A Figura 16 apresenta o modelo do mecanismo de separagdo em uma
particula da fase estacionaria ISRP. Esta fase estacionaria permite a injecdo direta

das amostras de fluidos biolégicos sem tratamento prévio.
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Figura 16. Particula de fase estacionaria ISRP

(PINKERTON, 1991).

1.11 Andlise de amostras biolégicas por HPLC

As analises de tecidos e fluidos bioldgicos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia apresentam algumas dificuldades na separacdo dos metabdlitos e
proteinas presentes nas matrizes. As numerosas combinagdes de enddgenos muitas
vezes apresentam concentracdes maiores do que as do analito a ser determinado,
que frequentemente sao baixas. No caso de drogas, as combinagdes de enddgenos
podem apresentar estruturas semelhantes a do analito (ANNINO, 1978), o que
dificulta mais a separacéo.

A alta concentragdo de proteinas no sangue, no plasma e no soro € uma
caracteristica relevante. Assim, nos métodos anteriormente descritos na literatura
para a analise de drogas nestas matrizes, as proteinas sao primeiramente
precipitadas e, apds centrifugagéo, separadas. O analito do sobrenadante, livre da
proteina é entdo extraido com uma fase sdlida ou liquida. Uma segunda extragao,
utilizando solugdo aquosa &acida ou basica pode ser necessaria (SHERMA e
BEROSA, 1982).



A urina, outro fluido bioldégico, tem baixa concentracdo de proteinas nao
sendo necessaria a precipitacdo das mesmas. A composi¢cao da urina varia
amplamente, de individuo para individuo, sendo que o problema principal para a
analise deste fluido é o grande numero de compostos organicos ou metabdlitos. A
extracdo liquido-liquido é o procedimento frequentemente utilizado para a
preparagao da amostra a ser analisada (SHERMA e BEROSA, 1982).

Existem outras amostras biolégicas utilizadas com menor frequéncia, como bilis,
suor, pulmao, fezes, saliva e osso. Destas amostras, a analise de saliva ganhou
popularidade, principalmente porque este fluido é facilmente coletado mesmo que
em pequenos volumes. Normalmente a concentragdo do analito na saliva € préxima
do valor encontrado no plasma. Do ponto de vista de preparagdo da amostra, a
saliva pode ser comparada com um sangue filtrado, isto é, a concentracdo de
proteina € muito baixa, portanto a preparacdo dessa amostra ndo requer a etapa de

precipitacao.

1.12 Consideracdoes sobre analise de catecolaminas em amostras
biolégicas por HPLC com detecgao eletroquimica

A literatura relata que o emprego da técnica de HPLC com deteccao
eletroquimica é muito utilizado para a determinagao de catecolaminas em amostras
bioldgicas.

Em plasma ou urina, por exemplo, a técnica consiste em extracido e
purificacdo das catecolaminas antes da determinacdo por HPLC. Varios métodos
para extragao e purificagdo desses neurotransmissores em amostras de tecido ou
fluidos biolégicos sdo empregados. A alumina na forma acida € o mais utilizado,
onde pequenas porgdes sao adicionadas em um determinado volume da amostra,
seguido por agitacdo, centrifugagdo e filtragdo. As catecolaminas adsorvidas na
alumina s&o eluidas com auxilio de acidos diluidos. Desta forma as amostras sao
purificadas e monitoradas por detector eletroquimico (JAVIDAN e CWIK, 1996;
NAFFAH-MAZZACORATTI et al., 1992; KVETNANSKY, et al., 1993).

NI et al. (1989) efetuaram a extragdo de catecolaminas empregando a
técnica “on column”, utilizando difenilboratos, seguido pela eluicdo dos complexos

catecolaminicos, em coluna cromatografica Cis. CHI et al. (1999) realizaram a



extragdo de catecolaminas em tecido de cérebro de rato, empregando tampéo
fosfato com pH ajustado em 5,0 seguido por centrifugacado a 41C e por filtragcao.
PAPPA-LOUISI et al. (1997), determinaram as concentragcbes de dopamina e
noradrenalina em coragao de “Snail Helix Lucorum L”. A extracao das catecolaminas
foi realizada apdés a homogeneizagcédo das amostras de tecido em solugdo tampéo
com pH ajustado em 3,3 contendo padrdo interno. Em seguida as amostras foram
centrifugadas.

OISHI et al. (1983) obtiveram as concentragdes de noradrenalina e seus
metabdlitos em ducto deferente de ratos a partir da purificagdo dos extratos, a qual
foi realizada utilizando colunas de alumina e colunas de borato. SANCHEZ et al.
(2004) determinaram catecolaminas em plasma e glandula adrenal de ratos atraves
de injegcdo direta da amostra, empregando coluna cromatografica ISRP-Cqg
imobilizada com a proteina albumina (HSA) do soro humano (MENEZES e FELIX,
1996).

QOutras técnicas analiticas como LC/MS e eletroforese capilar foram
utiizadas para a determinagdo de catecolaminas em amostras bioldgicas
(BERGQUIST et al., 2002).

Na técnica de analise de catecolaminas por HPLC com monitoramento por
detector eletroquimico, independentemente dos métodos de extracdo empregados,
sao frequentemente utilizadas colunas cromatograficas Cis.

1.12.1 Sistemas de detecgao - detector eletroquimico

Os detectores eletroquimicos se baseiam na possibilidade de muitos
compostos serem oxidados ou reduzidos quando estiverem na presenca de um
potencial elétrico.

A reagao eletroquimica tem lugar no eletrodo ativo. E necessario o emprego
de um potenciostato para manter um potencial constante através da célula.

Devido ao fato do potencial entre o eletrodo ativo e o eletrodo auxiliar
permanecerem constantes, esses detectores sdo também chamados de detectores
amperomeétricos (CIOLA, 1998).



OBJETIVO



2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Investigar as concentragdes de catecolaminas em 6rgaos reprodutores de

ratos Wistar e Sprague-Dawley, apds a simpatectomia quimica por guanetidina e

apo6s 90 dias da suspensao do tratamento.

2.2 Objetivos Especificos

* Desenvolver e validar metodologia para a determinagdo simultadnea de

noradrenalina e adrenalina em amostras biolégicas;

* Aplicar a metodologia validada em amostras reais de cauda do epididimo,

ducto deferente e vesicula seminal dos animais dos diferentes grupos experimentais;

* Avaliar a possivel a reversao dos efeitos da desnervacao simpatica 90 dias

apos a suspensao do tratamento com guanetidina.
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3 MATERIAL E METODOS

A- Desenvolvimento e validagao de metodologia para determinagao

simultanea de noradrenalina e adrenalina em amostras bioldgicas

AR NEENEEN

A 1- Droga, padroes, reagentes e solventes

Sulfato de guanetidina — Sigma Aldrich Chemical Company (USA);
Padrées noradrenalina e adrenalina - Sigma Aldrich Chemical Company
(USA);

Acidos heptanosulfénico e metanosulfénico - Aldrich Chemical Company
(USA);

Albumina do soro humano - Aldrich Chemical Company (USA);

EDTA - Carlo Erba, Milan, Italy;

Acetonitrila grau HPLC - Carlo Erba, Milan, Italy;

Agua ultrapura - Milli-Q, sistema Millipore (Millipore, Bedford, MA, USA).

A 2- Coluna cromatografica

Coluna cromatografica ISRP - C4g Luna-Phenomenex (250 mm x 2,0 mm

DI), com didmetro de particula 5u, adquirida pela Labtron e Comércio Ltda,

imobilizada com a proteina albumina do soro humano (HSA), de acordo com
protocolo de MENEZES e FELIX (MENEZES e FELIX, 1996) Essa coluna foi

anteriormente utilizada em nosso laboratério (Laboratério de Cromatografia Liquida)

para determinacdo de catecolaminas em plasma e glandula adrenal de ratos
(SANCHEZ et al., 2004).



A 3- Equipamentos eletronicos

Balancga analitica;

Balanca Micronal B 160;

Ultrasson Intralab;

Agitador-Aquecedor Fanem, 258;

HPLC Shimadzu Modelo LC-10VP, equipado com duas bombas
reciprocas Shimadzu Modelo LC-10ADVP e valvula Switching FCV-
12AH;

» Detector eletroquimico Shimadzu L-ECD-6A, ajustado a estacdo de

vV V V V V

tratamento de dados Work Station-Computador Pentiun 233 - Metron;
» Valvula manual de injecdo Rheodyne 7125, Cotati, CA, USA,
» Detector Ultravioleta Varian modelo 2550 e integrador SP 4400

Chromaject (Varian Associates, Inc; Sunnyvale, CA, USA).

A 4- Preparo das solugoes padrao

As solugdes padrao foram preparadas dissolvendo-se uma massa de 0,001g
de cada catecolamina (noradrenalina e adrenalina) em 10 mL de uma solugédo de
acido cloridrico 0,17mol L™ . A partir desta solugéo estoque foram realizadas diluicdes
em acido perclérico 0,01 mol L™, obtendo-se concentragdes de catecolaminas para a

construcao de curvas analiticas e determinagao do limite de deteccéo.

A 5- Preparo da coluna ISRP-C3— HSA

A coluna cromatografica ISRP C4g - HSA foi preparada de acordo com
método descrito por MENEZES e FELIX (1996). Na fase hidrofébica foi empregada a
coluna cromatografica octadecil Luna-Phenomenex e a imobilizacdo da HSA foi
realizada “in situ”, eluindo-se a coluna cromatografica com uma solu¢gdo de HSA

(2mg mL", pH 6,0) como mostra a Figura 17.
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Figura 17. Etapas do preparo da coluna ISRP-Ci - HSA.
Fonte: SIMIONATO (2005).

Para estabilizar a proteina, foi realizada a reagdo com glutaraldeido 25%
(v/v) para evitar possivel hidrélise da dupla ligagcdo das bases de Schiff formadas e

reagcdes posteriores com os grupos aldeido residuais. Esses grupamentos foram

reduzidos com uma solugéo de 0,1% (m/v) de borohidreto de sédio, de acordo com

esquema mostrado na Figura 18.
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Figura 18. Estabilizacdo da camada de HSA imobilizada em fases
hidrofébicas; (1) intercruzamento da HSA com glutaraldeido;
(2) reducao de grupamentos aldeidos residuais (a) e das bases de
Schiff (b) com borohidreto de sédio. Fonte: SIMIONATO (2005).



Apos duas horas, a coluna foi eluida com agua durante uma hora, seguida
pela fase mével composta por solucdo de acido metanosulfénico 0,013mol L™, com
pH ajustado em 3,0 e acetonitrila (96:4 v/v), 0,033g de acido heptanosulfénico e
0,01g de EDTA, por 30 minutos.

Apos este procedimento, a referida coluna cromatografica encontra-se

preparada para ser utilizada, sendo caracterizada como ISRP.

A 6- Avaliagdo da coluna cromatografica apés a imobilizagao da

proteina albumina do soro humano (HSA)

A avaliagao da imobilizacdo da proteina albumina sobre a superficie da fase
estacionaria foi efetuada injetando-se uma amostra de tecido de ducto deferente,
fortificado com catecolaminas na concentragdo de 1mg mL™", empregando a fase
movel composta por solugdo de acido metanosulfénico 0,013 mol L, pH ajustado
em 3,0 e acetonitrila (96:4 v/v), 0,01g de EDTA e 0,033g de acido heptanosulfnico.
Foi utilizado "loop" de 1000uL e potencial de + 85mV.

O numero de pratos (N), fator de capacidade (k), assimetria de pico (As 1) €
Resolucdo (Rs) foram calculados com base em um cromatograma obtido apds a

injecdo de 1000uL de uma solugao padrao contendo 1ug mL™" de catecolaminas.

A 7- Otimizagao das condigdes cromatograficas

A separagao das catecolaminas foi realizada a temperatura constante de
25°C, com vazao da fase mével ajustada em 0,5 mL min™ nas bombas A e B. A fase
movel foi composta por um sistema de solventes, contendo solugdo de acido
metanosulfénico 0,013mol L™, com pH ajustado em 3,0 e acetonitrila (96:4 v/v),
0,01g de EDTA e 0,033g de acido heptanosulfénico. As amostras reais e as
solugdes padrao foram injetadas na coluna cromatografica ISRP - C4g (250 mm x 2
mm DI) imobilizada com HSA (MENEZES e FELIX, 1996) com auxilio de um "loop"
de injecdo de 1000uL. A detecgdo foi obtida usando um detector eletroquimico

(Shimadzu-L-ECD-6A) com o potencial ajustado em + 85mV.



A 8 - Otimizacao da fase moével

Para a escolha da melhor fase mével, apds estudos avaliativos foram
selecionadas as concentracbes adequadas dos compostos orgénicos que a
compdem.

A solucao de acido metanosulfénico foi selecionada apés ensaios avaliativos
empregando concentracdes de 0,005 a 0,02 mol L'deste acido, sempre em 250 mL
de agua destilada;

A acetonitrila foi avaliada testando-se concentragdes de 2 a 4%, sempre em
100mL de agua destilada;

As concentragdes do acido heptanosulfénico foram avaliadas de 0,01g a
0,10g em 100mL de solugdo de acido metanosulfénico 0,013 mol L, com pH
ajustado em 3,0;

Foram avaliadas concentragcées de EDTA a partir de 0,0025g, (concentragéo
utilizada por SANCHEZ et al., 2004), até 0,02 g. A concentragao selecionada foi
0,01g.

Todos os ensaios foram efetuados através de injegdes em triplicata de

1.000 pL de solugéo padrao contendo 1ug mL™" de catecolaminas.

A 9 - Otimizacao do potencial eletroquimico

O estudo do potencial eletroquimico adequado foi avaliado testando-se
potenciais entre + 30mV e + 100mV. Para cada potencial eletroquimico foram feitas
injecdes em triplicata de 1.000uL de solugdo padrdo contendo 1ug mL" de

catecolaminas.

A 10 - Determinacao da linearidade de resposta do detector

A regido linear de resposta do detector foi determinada por injegdes no
HPLC/ECD, com condicbes operacionais ja otimizadas. Solugbes padrdo nas
concentracdes de 1ug L' a 0,015ug L™ foram injetadas em triplicata. Deste modo, se

obtive as curvas analiticas para a noradrenalina e adrenalina.



A 11 - Determinagao do limite de detecgao e limite de quantificagao

do sistema analitico utilizado

Neste trabalho, o critério adotado para a determinagdao dos limites de
deteccgdo (LD) e quantificagdo (LQ) do sistema analitico utilizado, foi a relagao sinal-
ruido, onde valores de LD (3:1) e LQ (10:1), baseando-se na revisdo de RIBANI et
al. (2004). Foram construidas curvas analiticas com solugbes nas concentracdes de
1ug L'a 0,015ug L™, sendo obtidos os parametros da equacéo da reta.

As amostras foram injetadas em ftriplicatas, diretamente ao sistema de

cromatografia liquida.

B- Avaliagao da concentragao de noradrenalina e adrenalina em érgaos
reprodutores masculinos de ratos apés simpatectomia quimica e

suspensao do tratamento

B 1- Tratamento dos animais e coleta dos érgaos reprodutores

Foram utilizados 20 ratos machos da variedade Wistar provenientes do
Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, e 20 ratos machos da variedade
Sprague-Dawley provenientes da Universidade de Campinas, UNICAMP,
submetidos a avaliagdo das concentragcdes de noradrenalina e adrenalina nos
orgaos reprodutores, e 9 ratos machos controles da variedade Wistar provenientes
do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, submetidos ao estudo de
recuperacao, totalizando 49 ratos. Os animais foram mantidos durante os
experimentos no Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia
do Instituto de Biociéncias da UNESP, em gaiolas de polietilieno medindo
40x30x15cm, com substrato de maravalha, em condicbes controladas de
luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro, luzes apagando-se as 21:00h) e
temperatura média de 23°C, recebendo agua e ragao a vontade.

Os animais submetidos a avaliacdo das concentragcbes de
noradrenalina e adrenalina nos 6rgaos reprodutores foram divididos em dois

grupos:



Grupo 1: 5 ratos Wistar receberam guanetidina na dose de 10 mg/kg, via
intraperitonial (i.p.), durante 30 dias (LAMANO CARVALHO et al., 1990, 1993, 1996,
ROSA e SILVA et al., 1995, GUIMARAES et al., 1997); 5 ratos Sprague-Dawley
receberam guanetidina na dose de 6,25 mg/kg, via intraperitonial (i.p.), durante 21
dias (KEMPINAS et al., 1998ab). Os respectivos controles (10 ratos) receberam
injecdes de solugdo salina, seguindo 0 mesmo protocolo experimental.

Grupo 2: 5 ratos Wistar receberam guanetidina na dose de 10 mg/kg, via
intraperitonial (i.p.), durante 30 dias (LAMANO CARVALHO et al., 1990, 1993, 1996,
ROSA e SILVA et al., 1995, GUIMARAES et al., 1997) e permaneceram 90 dias em
periodo de recuperagao apds suspensao do tratamento; 5 ratos Sprague-Dawley
receberam guanetidina na dose de 6,25 mg/kg, via intraperitonial (i.p.), durante 21
dias (KEMPINAS et al., 1998ab) e permaneceram 90 dias em periodo de
recuperacdo apos suspensao do tratamento. Os respectivos controles (10 ratos)
receberam injecdes de solugéo salina, seguindo o mesmo protocolo experimental.

A fim de possibilitar o calculo da quantidade de guanetidina administrada, os animais
foram pesados a cada dois dias.

A administragdo de guanetidina € mostrada na Figura 19.



Figura 19. Administracdo de guanetidina em rato Wistar.

Os animais de todos os grupos experimentais foram sedados com éter etilico
e mortos por decapitacdo, procedendo-se a coleta da cauda do epididimo, ducto
deferente e vesicula seminal (Figura 20). Os érgaos foram pesados, obtendo-se
primeiramente o peso “cheio” e depois o0 “vazio” (sem a secre¢do) do ducto deferente

e vesicula seminal, sendo posteriormente congelados para as analises quimicas.



Figura 20. Orgdos reprodutores de rato Wistar.

Epididimo (1), ducto deferente (2) e vesicula seminal (3).



B 2- Tratamento das amostras de tecido

Para a extragcdao das catecolaminas, a metodologia de MOURA et al.
(1990) foi adaptada, utilizando-se acido perclérico na concentracdo de 0,1 mol L™
em amostras de tecidos para 0,4 mol L'1, obedecendo a relagéo de 1,0: 100 (acido:
tecido / mL: mg de tecido (SANCHEZ et al., 2004). As amostras foram filtradas e
diluidas (1:40 v/v) em agua destilada.

Para a avaliagao do tempo de extragdo, a cada 30 min foram efetuadas
diluicdes (1:40 v/v) em agua destilada, e 1.000 yL de cada uma das amostras foram
injetados em triplicata no sistema de cromatografia liquida. Com o objetivo de evitar
a perda de sensibilidade do eletrodo de referéncia, empregou-se uma valvula
Switching FCV-12AH, onde o fluxo da fase moével foi desviado do detector
eletroquimico durante o tempo de eluicdo da amostra na coluna cromatografica Cys,
evitando-se a deteccdo de substancias como lipideos, proteinas, metabdlitos e co-
extraidos. Apdés 4 minutos, o fluxo da fase moével foi novamente conectado ao
detector eletroquimico e foram determinadas as catecolaminas eluidas na coluna

cromatografica C1g (Figura 21).
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Figura 21. Esquema do sistema utilizado para a determinacdo das catecolaminas em cauda
de epididimo, ducto deferente e vesicula seminal de ratos, empregando a valvula FCV —
12AH e as bombas A e B, utilizando a mesma fase mével. Fonte: ZEFERINO (2005).



B 3- Avaliagao do método

As fortificagdes foram feitas somente para a cauda do epididimo e o ducto
deferente, empregando o método de calibragdo de adi¢do padréo.

Considerando que cada animal possui dois epididimos e dois ductos
deferentes (n = 18), e que estes 6rgaos possuem uma concentragdo normal de
catecolaminas, o protocolo do estudo de recuperagéo seguiu as seguintes etapas:

- Os 6rgéaos foram divididos em dois grupos denominados de grupo controle
(n =9) e grupo fortificado (n = 9);

- Cada grupo foi dividido em trés subgrupos (n = 3 cada subgrupo);

- Foi determinada a concentracdo de noradrenalina e adrenalina dos
subgrupos controle, e a partir dos valores obtidos e da diferenga observada entre os
tecidos, as amostras de cauda do epididimo e ducto deferente foram fortificadas:

= As caudas de epididimo foram fortificadas com 30, 40 e 50 uL,
respectivamente, de solugdo aquosa contendo 2.000ug L' de noradrenalina e
adrenalina;

= Os ductos deferentes foram fortificados com 30, 40 e 50 yL de solugao
aquosa contendo 2.000 pg L™ de adrenalina, e 60, 70 e 80 L de solugdo aquosa
contendo 2.000 ug L™ de noradrenalina.

O peso dos orgdos reprodutores e os volumes de acido perclorico
adicionados estédo descritos nas Tabelas 1 e 2 do Anexo A.

Para o estudo de recuperagao, primeiramente fez-se a extracdo da
noradrenalina e adrenalina de acordo com a metodologia adaptada descrita na
Segdo B2. Para a determinagdo da noradrenalina e adrenalina nos oOrgaos
reprodutores foi empregado o método de calibragdo de adi¢ao padrao.

Para cada amostra dos subgrupos (n = 3), controle e fortificado, foram feitas
quatro diluicdes em agua destilada (1:40 v/v). A seguir foram adicionados volumes
de 1, 2 e 4 pL, respectivamente, de solugdo padrao (2.000 ug L'1), a partir da
segunda diluigdo, obtendo-se concentragées de 0,5, 1 e 2 ug L™ de noradrenalina e
adrenalina. A primeira diluicdo de cada subgrupo € denominada de amostra
testemunha. Deste modo, foram obtidas as curvas analiticas. A exatiddo e a
precisdo dos resultados foram determinadas efetuando-se os calculos de
noradrenalina e adrenalina recuperadas em tecido, e o respectivo coeficiente de

variagao.



Neste estudo de recuperagdo, as injecoes foram realizadas em triplicata

para cada diluicdo de cada subgrupo.

B 4- Amostra real

A quantificagdo das catecolaminas nas amostras reais foi realizada pelo
método de calibracdo de adi¢ao padrao.

As amostras foram extraidas sem a adicdo do padrao (amostra testemunha)
para a verificacdo da presenga ou nao da noradrenalina e adrenalina e com adi¢ao
do mesmo (n = 3 / concentragdes de 0,5, 1 e 2 ug L") a fim de verificar o LQ do

método. As amostras foram injetadas em triplicata.

C- Analise estatistica

Os resultados obtidos para as concentragdes de noradrenalina e adrenalina
nos orgaos reprodutores foram submetidos a analise nao paramétrica dos dados,
sendo aplicado o teste de Mann-Whitney, considerando o nivel de significancia

menor que 0,05.



RESULTADOS E DISCUSSAO



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A- Desenvolvimento, validagao e aplicagdao do método

A 1- Avaliagao dos parametros cromatograficos apés imobilizagao

da proteina albumina do soro humano (HSA)

A partir da otimizagdo das condigdes cromatograficas foram obtidos
cromatogramas apods a injecdo de 1000uL de solugdo padrédo de catecolaminas,
possibilitando a avaliagdo dos parametros cromatograficos.

A medida da eficiéncia da coluna, baseada em numero de pratos (N) foi
calculada a partir de um cromatograma obtido apds o condicionamento da coluna.

O numero de pratos calculados para a referida coluna cromatografica ISRP-
Cie - HSA é considerado satisfatorio como mostra a Tabela 3, conforme

cromatograma da Figura 22.

Tabela 3. Tempo de retencao (TR), Numero de pratos (N), Fator de capacidade (k) e
Assimetria de pico (As o4) da noradrenalina e adrenalina empregando a coluna
cromatografica ISRP — Cs.

Analito TR (min) N (m) k As o1

Noradrenalina 6,50 3060 1,6 1,0

Adrenalina 7,66 2736 2,06 1,25
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Figura 22. Cromatograma de solugéo padréo (1,0ug mL™).

(1 = Noradrenalina; 2 = Adrenalina).

Apds a imobilizagdo da albumina de soro humano sobre a superficie das
particulas esféricas da fase estacionaria C1g ocorre a reducao dos sitios ativos da
mesma. Assim, justifica-se o valor reduzido de numero de pratos da coluna
empregada, resultado também encontrado para as catecolaminas estudadas em
plasma e glandula adrenal de ratos, por SANCHEZ et al. (2004).

Os valores para o k devem variar entre 2 e 10 para dois componentes.
Valores maiores que 10 significam uma forte interacdo do soluto com a fase
estacionaria e, consequentemente, um longo tempo de analise. Por outro lado,
valores de k menores que 2 implicam em pouca interacdo com a fase estacionaria, o
que pode ser prejudicial a analise. Os valores de k obtidos encontram-se entre 1,6 e
2,06.

Salienta-se que sdo considerados coeficientes de assimetria excelentes os
coeficientes com valores entre 1,0 e 1,5 (CIOLA, 1998). Deste modo, de acordo com
os valores obtidos, pode-se inferir que a coluna cromatografica apresentou um
excelente desempenho cromatografico. Os resultados corroboram com SANCHEZ et
al. (2004), que utilizando a mesma coluna cromatografica para avaliar catecolaminas
em glandula adrenal e plasma de ratos, encontrou valores de 1,35 para a

noradrenalina e 1,07 para a adrenalina.



A 2- Otimizacao da fase moével

A avaliacdo deste parametro para a analise cromatografica € muito
importante, uma vez que pequenas variagbes na composi¢cdo da fase mével podem
alterar significativamente o desempenho cromatografico e a separagéo dos analitos
avaliados.

A otimizagdo da fase movel foi obtida apds ensaios de diferentes
concentragbes dos compostos organicos que a compdem, conforme descrito na
Secao A8 do item Material e Métodos. A fase médvel mais adequada para a
separagao das catecolaminas foi composta por um sistema de solventes contendo
solugdo de acido metanosulfénico 0,013 mol L', com pH ajustado em 3,0,
acetonitrila (96:4 v/v), 0,033g de acido heptanosulfénico e 0,01g de EDTA.

O emprego do acido metanosulfénico na concentragdo 0,013 mol L™
melhorou significativamente a estabilizacdo da linha de base do detector
eletroquimico.

O acido heptanosulfonico € necessario para promover a retencdo das
catecolaminas na fase estacionaria ISRP-C+g, devido a capacidade de formacéo de
par ibnico. Foram testadas diferentes concentracdes deste acido (Sec¢ao A8 do item
Material e Métodos). A literatura descreve alguns trabalhos que utilizaram 1,5 mM
(KEMPINAS et al., 1998) e 556 mg L (NAFFAH-MAZACORATTI et al., 1992). Tendo
em vista a necessidade de uma metodologia que apresentasse um baixo limite de
deteccdo e um bom desempenho cromatografico, optou-se por trabalhar com a
concentragao de 0,033g de acido heptanosulféonico em 100 mL de fase mével. Desta
forma, pode-se inferir que este composto contribuiu significativamente para a
separacao das catecolaminas, bem como para a obtengdo de um bom desempenho
cromatografico.

A escolha da quantidade de EDTA, de 0,01g foi adaptada de SANCHEZ et
al. (2004), que utilizou 0,0025g. Apos a avaliagdo de concentragbes de 0,0025 a
0,02g, constatou-se que a concentracdo adequada deste composto para as
condi¢des cromatograficas estabelecidas neste trabalho € de 0,01g. SANCHEZ et al.
(2004) utilizaram fase movel com metanol para determinar catecolaminas em plasma
e glandula adrenal de ratos. Portanto, as condicbes cromatograficas eram

diferentes.



O pH da fase mdvel mostrou-se um parametro relevante, uma vez que a
utilizacado de pH acido (pH = 3,0) proporcionou boa resolu¢gado dos picos, sem que
houvesse alteragao significativa na separacao e determinagao das catecolaminas. O
pH ndo alterou a composicdo e o comportamento cromatografico da fase
estacionaria ISRP-C1g bem como a imobilizacdo “in situ” da proteina albumina do
soro humano (HSA) (MENEZES e FELIX, 1996).

A Figura 23 apresenta um cromatograma obtido apods a injegdo de 1000uL
de solugao padrao de catecolaminas na concentragdo de 1,0ug mL™", diretamente na

coluna cromatografica C1s— ISRP, utilizando a fase movel selecionada.
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Figura 23. Cromatograma de solugéo padrdo (1,0ng mL™).

(1 = Noradrenalina; 2 = Adrenalina)

A 3- Otimizagao do potencial eletroquimico

Varios métodos cromatograficos, utilizando varias técnicas de detecgcao
foram desenvolvidos para determinacdo de catecolaminas em tecidos e amostras
bioldgicas (CHI et al., 1999, SIAGHY et al., 2000, NUP et al., 2001, GILINSKY et al.,
2001). A literatura relata que o potencial eletroquimico mais utilizado na avaliagao de
catecolaminas em diferentes tecidos é o de +75mV, conforme mostram os trabalhos
de CHI et al. (1999) e PATEL et al. (2005).



Neste trabalho, apds ensaios para a otimizagao do potencial eletroquimico,
conforme descrito na Sec¢ao A9 do item Material e Métodos, constatou-se que o mais
adequado para a analise das catecolaminas em tecidos de 6rgéos reprodutores foi o

de +85mV, conforme mostram os graficos das Figuras 24 e 25.
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Figura 24. Voltamograma obtido para a noradrenalina apds estudo de
varios potenciais empregando detector eletroquimico.

Adrenalina

800000

] —
700000 - / "~
—-

600000 - n

500000 | _/

400000 /

300000 - /
200000 - /
100000

0 ]

Unidades de area

-100004—~——pr+—F4—+F+ o
20 30 40 50 60 70 80 9 100 110

Figura 25. Voltamograma obtido para a adrenalina apos estudo de varios
potenciais empregando detector eletroquimico.



A 4- Linearidade de resposta do detector e determinagao do limite
de deteccao e limite de quantificagdo do sistema analitico

utilizado

Os limites de deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ) determinados foram
0,015 ng L™ e 0,030 ug L™, respectivamente.

Os valores encontrados evidenciam linearidade satisfatoria na determinacao
da noradrenalina e adrenalina com o sistema de deteccdo empregado para o
intervalo de concentracdo avaliado. Analisando as equagdes das retas obtidas,
observou-se que o modelo linear para a determinacao das catecolaminas por HPLC
com detector eletroquimico é adequado, ja que os coeficientes de correlagdo foram
0,999 para a noradrenalina e 0,998 para a adrenalina. Estes valores expressam a
relacéo entre e as areas dos picos cromatograficos nos intervalos utilizados (y) e as
concentragdes das catecolaminas (x). A relagado de x e y na curva € expressa como
r? (coeficiente de correlacédo), onde os valores ideais esperados sdo 1 e —1, ou seja,
quanto mais proximo da unidade, maior a probabilidade de existir uma relacéo linear
bem definida (LEITE, 1998, CAUSON, 1997).

As curvas analiticas da noradrenalina e adrenalina sdao mostradas nas

Figuras 26 e 27, referentes aos parametros descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros das curvas analiticas para a noradrenalina e adrenalina.

Analito Equacao de regressao linear Coeficiente de correlagao
Noradrenalina y = 6461,99 + 452,52. x 0,999
Adrenalina y =2372,12 + 385,33. x 0,998

X é expresso em ng mL™" e y é expresso em unidade de area.
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Figura 26. Curva analitica para a noradrenalina.
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Figura 27. Curva analitica para a adrenalina.



A 5- Tratamento das amostras

O procedimento de extragao das catecolaminas foi realizado utilizando o
6rgdo inteiro. E importante enfatizar que a relacdo de 1,0 mL de &cido perclérico
0,4 mol L' para cada 100 mg de tecido (SANCHEZ et al., 2004), deve ser
considerada importante, uma vez que toda a amostra permanece imersa na solugao
acida.

Fez-se necessaria a diluicdo dos extratos das amostras de cauda do
epididimo, ducto deferente e vesicula seminal em agua destilada, na proporgao de
1:40 v/v para reduzir a concentracéo do acido perclérico para 0,01 mol L™ estabilizando
o pH da fase moével em 3,0, possibilitando a retencdo das catecolaminas na coluna
cromatografica Cqs.

Na avaliagcao do tempo de extragao, observou-se que o melhor rendimento de
extragdo para a noradrenalina foi de 90 min para a analise da cauda do epididimo e 60
min para a analise do ducto deferente. A extragdo para a adrenalina nas duas matrizes
manteve-se constante a partir de 30 min.

Levando-se em consideracao que o ducto deferente apresentou concentragcbes
maiores de catecolaminas quando comparado a cauda do epididimo, era esperado um
maior tempo para obter um maior rendimento de extragéo. Entretanto, isto ndo ocorreu
uma vez que ha uma acentuada diferenca entre os tecidos desses 6rgaos.

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos para a avaliagdo do tempo de
extragdo. Na Tabela 6 estdo descritos a massa e o volume de acido perclorico

adicionado nas amostras de tecidos utilizadas.



Tabela 5. Avaliacdo do tempo de extracdo da noradrenalina (NA) e adrenalina (ADR) em
uma amostra de cauda do epididimo (CE) e uma amostra de ducto deferente (DD) de rato
Wistar.

Tempode o NA ADR Tempode ., 1o NA ADR
extragdo () (ng) (ng) ~ °xlragae T n@)  (ng)
(CE) (DD) g
30 min 1,86 0,78 0,48 30 min 0,70 394 514
60 min 176 1,06 0,37 60 min 0.60 386 527
90 min 166 1,50 0,48 90 min 0,50 306 4,01
120 min 1,56 1,35 0,31 120 min 0.40 254 322
150 min 146 134 0,39 150 min 0,30 191 242

Tabela 6. Peso da cauda do epididimo (CE) e ducto deferente (DD) de rato Wistar
empregado na avaliagcdo do tempo de extracdo e volume de acido perclérico 0,4 mol L
adicionado.

Orgao Massa (mg) Volume (mL)
CE 1 186,0 1,86
DD 1 70,0 0,70

N = numero de animais



A 6- Validagao do método

Para a validagdo do método foram avaliados os parametros: seletividade,

linearidade, limite de quantificagao e estudo de recuperacgao.

A 6.1- Seletividade

Para avaliar a seletividade do método proposto foram comparados os

cromatogramas das amostras testemunhas e das amostras fortificadas. De acordo

com as Figuras 28 e 29, nenhum interferente elui no tempo de retencdo das

substancias de interesse.
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Figura 28. Cromatograma obtido com amostra testemunha de cauda de epididimo.
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Figura 29. Cromatograma obtido com amostra fortificada de cauda de epididimo

(0,5ug L™).
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A 6.2- Linearidade do método

A determinacao da linearidade esta em obter resultados em proporc¢éo direta
as concentracdes das substancias em estudo dentro de uma determinada faixa de
concentracdo. Portanto, a linearidade esta relacionada diretamente com o sistema
de emissao analitica. A linearidade determina a regido da curva analitica ou de
resposta em que ha relagao direta sinal-concentragao (LEITE, 2000).

A linearidade das catecolaminas foi estudada pelos valores obtidos através
do método de calibragao de adicao padrao, conforme descrito na Se¢ao A10 do item
Material e Métodos.

Foram obtidos coeficientes de correlagdo significativos, 1,0 para a
noradrenalina e 0,99923 para a adrenalina. Desta forma, pode-se inferir que o
método analitico apresenta linearidade satisfatéria para as catecolaminas entre as
concentragdes (x) e as areas dos picos cromatograficos nos intervalos analisados
(y)-

Os parametros das curvas analiticas obtidas para a noradrenalina e
adrenalina estdo expressos na Tabela 7, e as respectivas curvas analiticas séo

mostradas nas Figuras 30 e 31.

Tabela 7. Parametros das curvas analiticas para a noradrenalina e adrenalina.

Analito Equacgao de regressao linear Coeficiente de correlagao
Noradrenalina y =-1685,6 + 999.986,68. x 1,00000
Adrenalina y = 14125,4 +729.567,82. x 0,99923

X é expresso em ng mg ' e y é expresso em unidade de area.
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Figura 30. Curva analitica para a noradrenalina.
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Figura 31. Curva analitica para a adrenalina.



A 6.3- Determinacgao do limite de quantificagcao do método

Segundo RIBANI et al. (2004), o limite de quantificagcdo (LQ) pode ser
determinado de varias formas. O método visual proporcionou os resultados

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Limite de quantificagao para a noradrenalina e adrenalina nas amostras de tecidos
de 6rgaos reprodutores de ratos Wistar e Sprague-Dawley.

Orgao do animal *(LQ) Noradrenalina (ug L'1) *(LQ) Adrenalina (ug L'1)
Wistar
Cauda do epididimo 0,027 0,051
Ducto deferente 0,030 *=LQ 0,030 *= LQ
Vesicula seminal 0,014 *< LD 0,050
Sprague-Dawley
Cauda do epididimo 0,010 *< LD 0,010 *<LD
Ducto deferente 0,010 *< LD 0,009 *< LD
Vesicula seminal 0,008 *< LD 0,010 *< LD

*LQ: concentragao visivel que permite a quantificacdo com precisao e exatidao
*<LD: menor que o limite de deteccao

*=LQ: igual ao limite de quantificagéao

O método proposto para este estudo conseguiu atingir valores menores de
LQ para a noradrenalina e adrenalina em amostras de tecidos de 6érgéos
reprodutores de ratos, que os descritos pela literatura para varios tecidos e/ou
amostras biolégicas, mostrando-se bem mais sensivel. Com excecdo de SASTRE et
al. (2004), que analisando cortex cerebral e plasma de rato, obteve para a
noradrenalina LD de 0,6 ng mL, e PATEL et al. (2005) que quantificou dopamina,
noradrenalina e adrenalina em diferentes tecidos, e encontrou valores de LD de
4,20, 0,47 e 1,47 ng mL, respectivamente, um grande numero de trabalhos (PAPPA-
LOUISI et al., 1997, CHI et al., 1999, TAVARES et al., 2003) ndo citam o limite de
deteccgao e quantificagcdo do método.

A maioria dos trabalhos relata o pré-tratamento da amostra, empregando a
homogeneizacdo e centrifugacdo, antes da andlise por HPLC. A metodologia
proposta ndo necessita do pré-tratamento da amostra devido ao emprego da coluna
cromatografica ISRP-C4g imobilizada com HSA (MENEZES e FELIX, 1996), a qual



permite a injecao direta da amostra.

O método proposto apresenta sensibilidade adequada para este tipo de
estudo, uma vez que se esperava detectar baixas concentragdes das catecolaminas,
principalmente de noradrenalina, pelo fato de ocorrer diminui¢cao significativa deste
neurotransmissor apos simpatectomia quimica dos 6rgaos reprodutores (RANG et
al., 2004).

A 6.4- Estudo de recuperagao

A veracidade do método ou a exatiddao, sempre que disponivel deve ser
avaliada utilizando amostras cuja concentragdo do analito no material é garantida
por instituicbes normatizadoras (amostras certificadas). Quando este tipo de material
nao esta disponivel, & aceitavel que a exatiddo do método bioanalitico seja avaliada
através de amostras testemunhas fortificadas, comparando os valores encontrados
com a concentracao do padrao adicionado (CAUSON, 1997; CHASIN et al., 1998).

De acordo com o roteiro de validagdo para amostras biolégicas (CHIAP et
al., 1999; SWARTZ e KRULL, 1998) os valores de recuperagao devem estar entre
70 e 110 %, porém, conforme a complexidade da matriz utilizada e a repetibilidade
dos resultados, eles podem apresentar-se entre 60 e 120%, com precisao de + 20%.

CHI et al. (1999), demonstraram valores de recuperagdo de 98,6 + 1,2%
para a noradrenalina e 98,4 + 1,3% para a dopamina. SANCHEZ et al. (2001),
determinaram noradrenalina e adrenalina em plasma de rato por injecéo direta em
HPLC/ECD e obtiveram valores, com a concentracdo mais alta de fortificacdo (4,0
ug mL™"), de 82,35% e CV de 8,0% e 89,30% e CV de 4,7%, respectivamente. A
analise de dopamina em diferentes tecidos bioldgicos proporcionou resultados de
recuperacao entre 104,32 + 8,04 e 52,82 + 5,08 (PATEL et al., 2005).

Neste trabalho, os valores de recuperagao situaram-se entre 56 e 114 %,
com CV entre 3,8 e 23% (Tabelas 9 e 10), nos niveis de fortificacbes de 30, 40 e
50uL dos padrbes para a cauda do epididimo e 30, 40 e 50uL de adrenalina e 60, 70
e 80uL de noradrenalina para o ducto deferente. Assim, os resultados obtidos neste
estudo foram proximos aos encontrados em métodos descritos pela literatura
especializada, mostrando-se em concordancia com os valores aceitaveis para a

validagdo de nova metodologia em amostras bioldgicas.



Estes dados inferem ainda, que o emprego do &cido perclérico 0,4 mol L ™
na extracdo (SANCHEZ et al., 2004) e da coluna cromatografica ISRP — Cig
imobilizada com HSA (MENEZES e FELIX, 1996) sdo adequados para efetuar a
determinacao de noradrenalina e adrenalina em amostras reais de tecidos de cauda

do epididimo, ducto deferente e vesicula seminal de ratos.



Tabela 9. Avaliacao da recuperagao da noradrenalina (NA) e adrenalina (ADR) na cauda do epididimo (CE) de ratos Wistar.

Concentragao Concentragao C ~
Orgao fisiolégica de fisiolégica.d.e NA e NA znzgggézztgza Recuperaco (%) CV (%)
(n=9) NA e ADR ADR fortificada (ng mg) (NA) (ADR) (NA) (ADR)
(ng mg) (ng mg)
CE 1 0,030 0,015 0,840 0,830 0,680 0,830 81 100
CE 2 0,050 0,034 0,820 0,710 0,920 0,660 112 93 16,50 11,15
CE3 0,070 0,360 0,820 1,110 0,760 0,830 62 74
CE4 0,110 0,040 1,070 1,000 1,020 0,980 95 98
CES 0,050 0,450 1,400 1,800 1,430 1,580 102 56 3,80 10,70
CE®6 0,024 0,018 1,200 1,200 1,120 1,310 101 109
CE7 0,310 0,090 0,900 0,680 0,760 0,730 85 107
CES8 0,020 0,016 1,150 1,140 0,980 1,100 85 96 4,00 6,40
CE9 0,030 0,057 1,310 1,340 1,190 1,450 91 108

N = NUimero de érgaos.



Tabela 10. Avaliagao da recuperagao da noradrenalina (NA) e adrenalina (ADR) no ducto deferente (DD) de ratos Wistar.

o T o cwca
(n=9) Nfr‘]ge QZ)R ADR;:;rrt:‘g‘)’ada (ng mg) (NA)  (ADR) (NA)  (ADR)
DD1 0,021 0,010 4170 2,610 3680 3,130 88 120

DD2 0060 0,038 3910 2,450 3510 2,100 90 86 6,15 19,13
DD3 0017 0,059 3500 2,230 2,800 1,980 80 89

DD4 0,110 0,040 3070 1,520 2180 1,030 71 68

DD5 0016 0,027 3020 1,530 2700 1,230 89 80 2300 810
DD6 0110 0,070 3,040 1,590 1760 1,200 56 75

DD7 0080 0,020 3410 1,690 3370 1,940 %9 114

DD8 0070 0,010 4380 2,470 3500 2,220 80 90 13,50 16,00
DD9 0011 0,028 3340 1,980 2,600 1,680 08 85

N = NUimero de 6rgaos



A 7- Amostra real

As amostras de cauda do epididimo, ducto deferente e vesicula seminal
foram analisadas de acordo com o método validado anteriormente, sendo
determinadas as concentragdes de noradrenalina e adrenalina pelo método de
calibracédo de adicao padréo.

Embora, os valores encontrados para as concentracdes de noradrenalina e
adrenalina em orgaos reprodutores das duas variedades de ratos tenham sido
menores que os valores obtidos para o limite de detecgéo (LD) do sistema analitico
utilizado, eles devem ser considerados muito significantes dentro do contexto
farmacoldgico visto que, a noradrenalina sofre deplegédo na terminagao nervosa apos
a simpatectomia quimica por guanetidina (RANG et al., 2004). Deste modo, se
esperava detectar baixas concentragcdes desse neurotransmissor.

As Figuras 32, 33 e 34 mostram exemplos de cromatogramas obtidos a
partir do extrato acido de cauda de epididimo, ducto deferente e vesicula seminal de
ratos Wistar. As Figuras 35, 36 e 37 correspondem a cromatogramas dos extratos
acidos de cauda do epididimo, ducto deferente e vesicula seminal de ratos Sprague-

Dawley.
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Figura 32. Cromatograma do extrato acido da amostra real de cauda de epididimo de
rato Wistar tratado com sulfato de guanetidina, com adigéo de padrdo de 0,5ug L™.
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Figura 33. Cromatograma do extrato acido da amostra real de ducto deferente de rato

Wistar tratado com sulfato de guanetidina, com adigéo de padrao de 0,5ug L™.
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Figura 34. Cromatograma do extrato acido da amostra real de vesicula seminal de rato

Wistar tratado com sulfato de guanetidina, com adigéo de padrao de 1,0ug L™.
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Figura 36. Cromatograma do extrato acido da amostra real de ducto deferente de rato
1,0ug L.

(1 = Noradrenalina; 2

Minutes

Adrenalina)

Sprague-Dawley tratado com sulfato de guanetidina, com adigdo de padrdao de
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A 8- Comparagdao do método analitico desenvolvido com outras
técnicas analiticas empregando HPLC para a determinagao de

noradrenalina e adrenalina em tecidos biolégicos

Varias técnicas para a determinacdo de noradrenalina e adrenalina em
tecidos e fluidos biolégicos necessitam do pré-tratamento da amostra (NAFFAH-
MAZACORATTI et al., 1992, PAPPA-LOUISI et al., 1997, CHI et al., 1999, SASTRE
et al.,, 2004, PATEL et al.,, 2005), geralmente requerem a homogeneizagdo e
centrifugacéo, antes da analise por HPLC. Métodos de extragao em fase sdlida ou
extragao por solventes também sao comumente usados. Alguns trabalhos (PAPPA-
LOUISI et al., 1997, KEMPINAS et al., 1998, CHI et al., 1999, SASTRE et al., 2004)
utilizaram a proépria fase mével no procedimento de extracdo. TAVARES et al. (2003)
e PATEL et al. (2005), extrairam as catecolaminas com acido perclérico na
concentracdo de 0,1mol L. A literatura (MOURA et al., 1990, NAFFAH-
MAZACORATTI et al., 1992) também descreve o uso do acido perclorico nessa
mesma concentragao, seguido da alumina como técnica de extragao.

E importante enfatizar que o pré-tratamento da amostra pode induzir a
alguns problemas, tais como: o tempo dispensado no processo, manuseio laborioso,
erros de manipulagdo, contaminag&o por outros agentes, alto custo, decomposigéo
de alguns compostos, entre outros.

O presente método analitico desenvolvido dispensa o pré-tratamento da
amostra, fato importantissimo no diagnéstico e tratamento de doencgas relacionadas
as catecolaminas, na qual se faz necessario a rapidez na quantificacdo destes
horménios.

Em cada um dos trabalhos supracitados foram desenvolvidas fases moveis
diferentes para a eluicao dos analitos no material bioldgico. Ha artigos (TAVARES et
al., 2003, PATEL et al., 2005) que empregaram fases mdveis com cinco ou mais
componentes na mistura, aumentando as chances de erros e de variagdo nos
resultados obtidos, além de favorecer o aumento da pressdo do sistema
cromatografico, contribuindo para a diminuicdo da vida utii do equipamento
(QUATTROCCHI et al., 1992).

Muitos trabalhos da literatura n&o apresentam na analise dos parametros
cromatograficos bem como na validagdo analitica, como por exemplo: o limite de
deteccdo e/ou de quantificacdo (PAPPA-LOUISI et al., 1997, CHI et al., 1999,



TAVARES et al., 2003), valores de recuperagao e o respectivo CV (PAPPA-LOUISI
et al., 1997, TAVARES et al., 2003) e o volume da amostra injetado (PATEL et al.,
2005), entre outros fatores.

Quanto as aplicagdes do método analitico proposto, pode ser bastante util
para fins de estudos cinéticos, de controle terapéutico, na dosagem plasmatica de
noradrenalina e adrenalina, no diagndstico de patologias ligadas ao metabolismo e
excesso ou falta desses horménios, bem como ao sistema imune, uma vez que as
catecolaminas vém mostrando importante funcdo no sistema imune, controlando a
apoptose de linfocitos (BERGQUIST et al., 1998, 2002). Além disso, estao
envolvidas no controle de muitos processos metabdlicos, secre¢cao de hormdénios
(BREINDENBACH et al.,, 1998, KNIGGE et al.,, 1999, VALET e SAULNIER -
BLACHE, 1999, DEMARIA et al., 2000). No estudo de alteragdes ligadas ao stress,
atividade psicomotora, processo emocional, sono e memoria, devido as
catecolaminas estarem relacionadas ao funcionamento desses sistemas (PYTHON
et al., 1996, DURSTEWITZ et al., 1999, FERRY et al., 1999, ROMANIDES et al.,
1999, SOUTHWICK et al., 1999).

Desde que YOSHIDA et al. (1984) descreveram a preparagao de colunas
cromatograficas imobilizadas com proteinas plasmaticas e/ou séricas que as
mesmas s&o frequentemente utilizadas em analises de tecidos e fluidos bioldgicos.

Diversas proteinas, como a BSA (albumina do soro bovino), HSA (albumina
do soro humano), avidina e AGP (a-1-glicoproteina) séo utilizadas para a
preparagao de colunas cromatograficas proteina-imobilizadas, podendo ser obtidas
comercialmente ou preparadas em laboratério.

Entre as vantagens de se utilizar albuminas, citam-se: sdo abundantes nos
vertebrados, sdo comercialmente disponiveis a um custo baixo (HE e CARTER,
1992) e suas propriedades fisico-quimicas permitem que sejam utilizadas varias
condigdes cromatograficas no modo reverso de eluicdo, o que é uma Ootima
vantagem quando se trabalha com analise de amostras bioldgicas por injecao direta.

Muitos trabalhos vém sendo desenvolvidos empregando a coluna ISRP-Cqg
por nosso laboratério (Laboratério de Cromatografia Liquida), entre eles:
determinagcdo de catecolaminas em plasma e glandula adrenal de ratos, sob
diferentes condigbes cromatograficas, como por exemplo, fase moével com metanol,
tampao fosfato e diferente concentracdo de EDTA (SANCHEZ et al., 2003, 2004),
extragdo e separacdo de pesticidas em leite cru (MENEZES e FELIX, 1996,



MENEZES et al., 1998), determinacao de cafeina em amostras de urina (MENEZES
et al., 1999), determinagao de ocratoxinas A e B em cervejas (SIMIONATO, 2005),
entre outros.

Desta forma, fica evidenciada a importancia da metodologia proposta e
validada neste estudo para a determinagcdo de noradrenalina e adrenalina em

tecidos de 6rgéaos reprodutores de ratos.

B- Efeitos da simpatectomia quimica por sulfato de guanetidina sobre

os orgaos reprodutores de ratos Wistar e Sprague-Dawley

De acordo com a literatura especializada existem diferengas entre espécies
de animais quanto a resposta ao tratamento com guanetidina. Animais de uma mesma
espécie, porém de variedades diferentes, também podem apresentar essas diferencas
(DOWNING e JUUL, 1973, O' DONNELL e SAAR, 1974, JOHNSON et al., 1977 e
EVANS et al., 1979). Foi observado que ratos de duas variedades (Wistar e Sprague-
Dawley) submetidos a desnervagdo quimica por guanetidina responderam
diferentemente a parametros reprodutivos, quando expostos a doses e periodos de
tratamento diferentes (GUIMARAES et al., 1997, KEMPINAS et al., 1998ab, SILVA,
2002).

Com base no vasto histérico da literatura sobre simpatectomia quimica por
guanetidina foram selecionadas as doses e o tempo de tratamento para as duas
variedades de ratos avaliadas neste estudo, a Wistar e a Sprague-Dawley. A literatura
relata que a melhor dose para desencadear desnervagao quimica seletiva em 6rgaos
reprodutores de ratos da variedade Wistar € 10mg/kg durante 30 dias (LAMANO
CARVALHO et al., 1990, 1993, 1996, ROSA e SILVA et al., 1995, GUIMARAES et
al., 1997) e em ratos da variedade Sprague-Dawley € 6,25 mg/kg durante 21 dias
(KEMPINAS et al., 1998ab, SILVA, 2002).



B1- Peso dos 6rgaos reprodutores

Os ratos Wistar tratados com sulfato de guanetidina apresentaram aumento
significativo de 26% no peso da cauda do epididimo e de 73% no peso da vesicula
seminal, mas nao no peso do ducto deferente (Tabela11).

N&o houve diferengca estatisticamente significativa no peso dos o6rgaos
reprodutores dos ratos Wistar tratados com sulfato de guanetidina que

permaneceram durante 90 dias em recuperagao (Tabela 12).

Tabela 11. Peso dos 6rgaos reprodutores dos ratos Wistar dos grupos controle e tratado
com 10 mg/kg de sulfato de guanetidina, durante 30 dias.

Orgaos N Guanetidina N Controle
Cauda do Epididimo (mg) 5 323,34 £ 9,44* 5 256,17 £ 11,44
Ducto Deferente (mg) 5 127,32 £ 5,02 5 125,67 + 4,96
Vesicula Seminal (mg) 5 2441,21 £ 66,02*** 5 1410,10 £ 67,69

Diferenca estatisticamente significativa: ** p < 0,001 e *** p < 0,0001.
Teste estatistico de Mann-Whitney.
N = namero de animais.

Tabela 12. Peso dos 6rgaos reprodutores dos ratos Wistar dos grupos controle e tratado
com 10 mg/kg de sulfato de guanetidina, durante 30 dias, que permaneceram 90 dias em
recuperacao apos a suspensao do tratamento.

Orgaos N Guanetidina N Controle
Cauda do Epididimo (mg) 5 302,54 + 2,34 5 294,98 + 3,73
Ducto Deferente (mg) 5 120,18 + 2,84 5 123,00 + 6,70
Vesicula Seminal (mg) 5 1831,90 + 174,86 5 1498,90 + 33,97

Teste estatistico de Mann-Whitney.
N = namero de animais.



Os ratos Sprague-Dawley tratados com sulfato de guanetidina
apresentaram um aumento significativo de 32% no peso da cauda do epididimo e de
97% no peso da vesicula seminal, enquanto o peso do ducto deferente ndo alterou
devido ao tratamento (Tabela13).

Nao houve diferengca estatisticamente significativa no peso dos 6rgaos
reprodutores dos ratos Sprague-Dawley tratados que permaneceram durante 90 dias

em recuperagao (Tabela 14).

Tabela 13. Peso dos 6rgaos reprodutores dos ratos Sprague-Dawley dos grupos controle
e tratado com 6,25 mg/kg de sulfato de guanetidina, durante 21 dias.

Orgaos N Guanetidina N Controle
Cauda do Epididimo (mg) 5 333,40 + 11,63** 5 253,20 + 3,14
Ducto Deferente (mg) 5 133,80 £ 7,71 5 120,20 £ 5,98
Vesicula Seminal (mg) 5 2869,10 + 17,72** 5 1452,25 + 12,76

Diferenca estatisticamente significativa: ** p < 0,001.
Teste estatistico de Mann-Whitney.
N = numero de animais.

Tabela 14. Peso dos 6rgaos reprodutores dos ratos Sprague-Dawley dos grupos controle
e tratado com 6,25 mg/kg de sulfato de guanetidina, durante 21 dias, que permaneceram
90 dias em recuperagao apos a suspensao do tratamento.

Orgios N Guanetidina N Controle
Cauda do Epididimo (mg) 5 288,80 + 15,51 5 253,70 +6,42
Ducto Deferente (mg) 5 142,74 + 5,83 5 130,28 + 4,66
Vesicula Seminal (mg) 5 1701,00 + 133,81 5 1670,20 + 285,03

Teste estatistico de Mann-Whitney.
N = numero de animais.



Os resultados mostraram, portanto, um aumento significativo dos pesos da
cauda do epididimo e da vesicula seminal tanto dos ratos Wistar, quanto dos ratos
Sprague-Dawley tratados com guanetidina. Esses dados corroboram trabalhos da
literatura para ratos Wistar (SILVA, 2002) e Sprague-Dawley (KEMPINAS et al.,
1998a), que descrevem aumento significativo do peso da vesicula seminal e da
cauda do epididimo, devido a retencdo de secrecdo e de espermatozdides,
respectivamente.

Sabe-se que apos a desnervacao quimica com guanetidina, ocorre aumento
na concentragao de células germinativas na cauda do epididimo (KEMPINAS et al.,
1998a, SILVA, 2002), em virtude da rica inervagédo simpatica presente em todo o
epididimo, que aumenta muito na porgao caudal, continuando presente e de forma
importante no ducto deferente (para referéncias vide RICKER, 1998). Desta forma, o
aumento de células germinativas, em decorréncia da desnervagdo quimica, poderia
ser um fator que contribuiu para o aumento do peso deste segmento do 6rgao.

O fato do peso do ducto deferente nao sofrer alteracéo devido ao tratamento
com guanetidina esta associado a sua funcgao, a de transportar e emitir o esperma,
ao contrario do epididimo, que apresenta fungdo de armazenamento.

Trabalhos anteriores (HODSON, 1964, 1965, EVANS et al., 1972, 1979,
LAMANO CARVALHO et al., 1990, 1993, SILVA, 2002) também demonstraram que
a desnervagao simpatica do sistema reprodutor masculino com guanetidina leva a
dilatagdo da vesicula seminal devido retencdo do produto de secrecéao, refletindo
disturbios na contratilidade e aumentando o peso do 6rgdo. A secreg¢ao da vesicula
seminal contribui significativamente para o volume do fluido do ejaculado e esse
fluido parece ser essencial para o transporte de um numero suficiente de
espermatozoides dentro do utero, e a frutose, a qual faz parte dessa secrecao, serve
como fonte de energia para a sobrevivéncia espermatica no trato reprodutivo
(KLINEFELTER e HESS, 1998).

Apos 90 dias da suspensao do tratamento com guanetidina, os animais
Wistar e Sprague-Dawley tratados deixaram de apresentar diferenca
estatisticamente significativa para o peso dos 6rgédos reprodutores, sugerindo a
recuperacao, pelo menos parcial, da inervacado simpatica. Resultados semelhantes
foram obtidos para ratos Wistar tratados com 10mg/kg, durante 30 dias, que
permaneceram 60 dias em periodo de recuperagdo (SILVA, 2002). NASSR et al.
(1997), relataram o mesmo resultado, com excecao do peso do ducto deferente, que

se manteve significativamente maior apds o periodo de suspensao de tratamento.



B2- Concentracdo de noradrenalina e adrenalina nos o6rgaos

reprodutores

O tratamento com guanetidina provocou uma redugdo significativa na
concentragdo de noradrenalina na vesicula seminal (Figura 40) de adrenalina na
cauda do epididimo (Figura 41) dos ratos Wistar, e também uma redugdo de
noradrenalina no ducto deferente dos ratos Sprague-Dawley (Figura 45). Os demais
parametros avaliados ndo apresentaram alteragédo estatisticamente significativa em
decorréncia do tratamento com guanetidina (Figuras 38, 39, 42, 43, 44, 46, 47, 48 e
49).

A suspensdo do tratamento com guanetidina permitiu a recuperagéo de
valores normais de concentracdo de noradrenalina na vesicula seminal de ratos
Wistar (Figura 40), mas nao foi suficiente para levar a recuperagao da concentragao
de adrenalina na cauda do epididimo de ratos Wistar (Figura 41) e da concentracéo

de noradrenalina no ducto deferente de ratos Sprague-Dawley (Figura 45).
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Figura 38. Concentragdo de noradrenalina na cauda do epididimo de animais Wistar
controle e tratados com 10 mg/kg, durante 30 dias (a), e animais que permaneceram 90 dias
em recuperagdo apos suspensdo do tratamento (b). Dados expressos em valores
individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 39. Concentracado de noradrenalina no ducto deferente de animais Wistar controle e
tratados com 10 mg/kg, durante 30 dias (a), e animais que permaneceram 90 dias em
recuperagao apos suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores individuais.
Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 40. Concentracao de noradrenalina na vesicula seminal de animais Wistar controle e
tratados com 10 mg/kg, durante 30 dias (a), e animais que permaneceram 90 dias em
recuperagao apos suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores individuais.
Teste estatistico de Mann-Whitney, *p < 0,05 (n = 5).



Legenda:
[] = intervalo intequartil

—— =mediana

—— = amplitude da amostra

(a)

e
N
)

*

e m——

L) L)
Controle Guanetidina

Adrenalina (ng mg)
o
n

o
=)

(b)

=) o =)
F o o
[] [] []

Adrenalina (ng mg)

o
N
h

g
o

L]
Controle Guanetidina

Figura 41. Concentracéo de adrenalina na cauda do epididimo de animais Wistar controle e
tratados com 10 mg/kg, durante 30 dias (a), e animais que permaneceram 90 dias em
recuperacgao apos suspensdo do tratamento (b). Dados expressos em valores individuais.
Teste estatistico de Mann-Whitney, *p < 0,05 (n = 5).
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Figura 42. Concentragdo de adrenalina no ducto deferente de animais Wistar controle e
tratados com 10 mg/kg, durante 30 dias (a), e animais que permaneceram 90 dias em
recuperacao apoés suspensdo do tratamento (b). Dados expressos em valores individuais.
Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 43. Concentracdo de adrenalina na vesicula seminal de animais Wistar controle e
tratados com 10 mg/kg, durante 30 dias (a), e animais que permaneceram 90 dias em
recuperacao apés suspensdo do tratamento (b). Dados expressos em valores individuais.
Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 44. Concentracdo de noradrenalina na cauda do epididimo de animais Sprague-
Dawley controle e tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias (a), e animais que
permaneceram 90 dias em recuperagdo apds suspensao do tratamento (b). Dados
expressos em valores individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 45. Concentragdo de noradrenalina no ducto deferente de animais Sprague-Dawley
controle e tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias (a), e animais que permaneceram 90
dias em recuperagao apds suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores
individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney, *p < 0,05 (n = 5).
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Figura 46. Concentragdo de noradrenalina na vesicula seminal de animais Sprague-Dawley
controle e tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias (a), e animais que permaneceram 90
dias em recuperagao apds suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores
individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 47. Concentracdo de adrenalina na cauda do epididimo de animais Sprague-Dawley
controle e tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias (a), e animais que permaneceram 90
dias em recuperagdo apds suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores
individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).



Legenda:
L] = intervalo intequartil

—  =mediana

—— = amplitude da amostra

e o ©°
© o o
@ & O
[l [l [l

0.02+

Adrenalina (ng mg)

0.014

0.00

L] L]
Controle Guanetidina

(b)

0.15+

0.12+

0.09+

Adrenalina (ng mg)

Controle Guanétidina

Figura 48. Concentragdo de adrenalina no ducto deferente de animais Sprague-Dawley
controle e tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias (a), e animais que permaneceram 90
dias em recuperagdo apds suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores
individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).
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Figura 49. Concentragdo de adrenalina na vesicula seminal de animais Sprague-Dawley
controle e tratados com 6,25 mg/kg, durante 21 dias (a), e animais que permaneceram 90
dias em recuperagdo apds suspensao do tratamento (b). Dados expressos em valores
individuais. Teste estatistico de Mann-Whitney (n = 5).



O tratamento crénico com guanetidina provoca degeneragao de neurbnios
simpaticos, e/ou deplecdo do conteudo de catecolaminas no ganglio cervical
superior, ganglio hipogastrico, e em ductos e gléandulas do sistema reprodutor
masculino. Outros tipos celulares, que ndo os neurdnios, ndo sdo susceptiveis a
acao da droga (ERANKO e ERANKO, 1971, BURNSTOCK et al., 1971, HEATH et
al., 1972, HEATH e BURNSTOCK, 1977). Sabe-se que baixas doses de guanetidina
provocam uma potente desnervacéo seletiva em 6rgdos sexuais acessorios de ratos
Wistar (LAMANO CARVALHO et al., 1990, 1993b, SILVA, 2002) e Sprague-Dawley
(KEMPINAS et al., 1998ab).

A reducao na concentragdo de noradrenalina na vesicula seminal de ratos
Wistar e no ducto deferente de ratos Sprague-Dawley tratados com guanetidina,
confirmou a efetividade do tratamento.

No trabalho desenvolvido por SILVA (2002), experimentos de reatividade
farmacoldgica da vesicula seminal confirmaram a retengcao do produto de secrecéo,
através da diminuigdo de sensibilidade a acetilcolina (mediador também responsavel
pela contratilidade da musculatura lisa no aparelho reprodutor), o que explicaria o
aumento do peso desta glandula. Neste trabalho, apés a avaliagdo das
concentragdes de catecolaminas por HPLC/ECD dos érgaos reprodutores das duas
variedades de ratos, observou-se diminuicdo da concentragdo de noradrenalina na
vesicula seminal de ratos Wistar tratados com 10mg/kg durante 30 dias o que
poderia sugerir a relagdo direta do aumento do peso deste 6rgdo com a sua
desnervacao. Este fato ndo se aplica ao peso do ducto deferente, que se manteve
constante durante o tratamento dos animais Sprague-Dawley com 6,25 mg/kg, por
21 dias.

A reducéo de adrenalina na cauda do epididimo dos animais Wistar tratados
com guanetidina pode estar relacionada com o fato de a noradrenalina ser a
precursora da adrenalina na biossintese das catecolaminas. Uma vez a
noradrenalina diminuida ou depletada, consequentemente havera diminuicido de
adrenalina ou n&o havera a sintese deste neurotransmissor, respectivamente.

Varios parametros reprodutivos reportados na literatura foram estudados
para ratos que permaneceram durante algum tempo em periodo de recuperagao
apos suspenséao do tratamento com guanetidina.

SWEDIN e LINDHOLMER (1974) relataram infertilidade em ratos Sprague-

Dawley simpatectomizados, mesmo apds um ano da remocdo dos nervos



hipogastricos. HIB et al. (1979), utilizando 10mg/kg/dia de guanetidina, por 8
semanas, em ratos Wistar, observaram que 0s mesmos nao recuperaram a
capacidade fertilizante antes de 150 dias da suspensao do tratamento.

A investigando da fertilidade de ratos Sprague-Dawley, tratados por 8
semanas com 25mg/kg de guanetidina, registraram auséncia de espermatozéides
nas vaginas das ratas que com eles foram cruzadas. Houve reversibilidade desse
efeito apos 8 semanas do término da administracdo do sulfato de guanetidina,
embora somente parte dos animais tenha recuperado a fertilidade. Sugeriram entéo
que, se os animais fossem mantidos por um periodo adicional de tempo, melhores
resultados poderiam ser obtidos (HEPP e KREYE, 1973).

SILVA (2002) demonstrou para animais da variedade Wistar desnervados
com 10mg/kg de sulfato de guanetidina por 30 dias, que permaneceram em
recuperacao durante 60 dias, uma redugdo no numero de espermatozodides
ejaculados de 20%.

Neste trabalho, os ratos Sprague-Dawley que ficaram mantidos em periodo
de recuperacao de 90 dias, apds a suspensdo do tratamento, ainda mostraram uma
reducao significativa nos niveis de noradrenalina no ducto deferente (Figura 45), e
os ratos Wistar mantiveram a diminuicdo da concentragéo de adrenalina na cauda
do epididimo (Figura 41).

Nossos resultados estdo de acordo com a literatura reportada acima, que
observou a reversibilidade dos efeitos da guanetidina apenas em parte dos
parametros reprodutivos avaliados apds certo periodo de tempo em que os animais
ficaram em recuperagdo. Deste modo, os resultados desse estudo sugerem que
seria necessario um periodo maior de recuperagao para reverter os efeitos do sulfato
de guanetidina sobre a concentragdo de noradrenalina no ducto deferente de ratos

Sprague-Dawley.



B3- Comparacgao das concentragoes de noradrenalina e adrenalina
nos orgaos reprodutores de ratos Wistar e Sprague-Dawley

A aplicacao de analise estatistica para comparagao das concentragdes de
noradrenalina e adrenalina nos o6rgaos reprodutores de ratos Wistar “versus”
Sprague-Dawley, controles e tratados com guanetidina, mostrou que:

a) em ratos tratados com guanetidina, as concentragdes de noradrenalina e
adrenalina apresentaram uma diminuicdo para a variedade Sprague-Dawley (Figuras
50, 51, 52, 53, 54 e 55), porém apenas a concentragdo de noradrenalina no ducto
deferente mostrou uma diminui¢ao estatisticamente significativa (Figura 51).

b) em ratos controles, as concentragdes de noradrenalina foram menores na
cauda do epididimo e no ducto deferente da variedade Sprague-Dawley (Figuras 56
e 57) e maior na vesicula seminal (Figura 58). As concentra¢des de adrenalina foram
menores na cauda do epididimo, apresentando diferenca estatisticamente
significativa (Figura 59), e na vesicula seminal de ratos Sprague-Dawley (Figura 61).

No ducto deferente a concentragdo mostrou-se maior (Figura 60).



B3.1- Concentragées de noradrenalina e adrenalina nos 6érgaos

reprodutores de ratos tratados com guanetidina
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Figura 50. Concentracdo de noradrenalina na cauda do epididimo de ratos Wistar e
Sprague-Dawley, tratados com 10 e 6,25 mg/kg de guanetidina, durante 30 e 21 dias,
respectivamente. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 51. Concentracdo de noradrenalina no ducto deferente de ratos Wistar e Sprague-
Dawley, tratados com 10 e 6,25 mg/kg de guanetidina, durante 30 e 21 dias,
respectivamente. Teste estatistico de Mann-Withiney, *p < 0,05 (n = 5).
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Figura 52. Concentragdo de noradrenalina na vesicula seminal de ratos Wistar e Sprague-
Dawley, tratados com 10 e 6,25 mg/kg de guanetidina, durante 30 e 21 dias,
respectivamente. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 53. Concentragéo de adrenalina na cauda do epididimo de ratos Wistar e Sprague-
Dawley, tratados com 10 e 6,25 mg/kg de guanetidina, durante 30 e 21 dias,
respectivamente. Teste estatistico de Mann-Withiney, *p < 0,05 (n = 5).
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Figura 54. Concentracdo de adrenalina no ducto deferente de ratos Wistar e Sprague-
Dawley, tratados com 10 e 6,25 mg/kg de guanetidina, durante 30 e 21 dias,
respectivamente. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 55. Concentracao de adrenalina na vesicula seminal de ratos Wistar e Sprague-
Dawley, tratados com 10 e 6,25 mg/kg de guanetidina, durante 30 e 21 dias,
respectivamente. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).



B3.2- Concentragées de noradrenalina e adrenalina nos 6érgaos

reprodutores de ratos controles
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Figura 56. Concentracdo de noradrenalina na cauda do epididimo de ratos Wistar e
Sprague-Dawley controles. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 57. Concentracdo de noradrenalina no ducto deferente de ratos Wistar e Sprague-
Dawley controles. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 58. Concentracdo de noradrenalina na vesicula seminal de ratos Wistar e Sprague-
Dawley controles. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 59. Concentracdo de adrenalina na cauda do epididimo de ratos Wistar e Sprague-
Dawley controles. Teste estatistico de Mann-Withiney, *p < 0,05 (n = 5).
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Figura 60. Concentracdo de adrenalina no ducto deferente de ratos Wistar e Sprague-
Dawley controles. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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Figura 61. Concentracdo de adrenalina na vesicula seminal de ratos Wistar e Sprague-
Dawley controles. Teste estatistico de Mann-Withiney (n = 5).
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De acordo com a literatura especializada, existem diferencas de respostas
entre espécies quanto ao tratamento com sulfato de guanetidina. O efeito citotdxico da
droga em provocar destruicdo generalizada dos neurdnios noradrenérgicos foi
observado apenas no rato. Em outras espécies, como por exemplo, gatos,
(DOWNING e JUUL, 1973; JOHNSON et al., 1977), cobaias (O' DONNELL e SAAR,
1974), coelhos e hamsters (JOHNSON et al., 1977), camundongos e sapos (EVANS
et al., 1979), foi observado efeito farmacoldgico transitério com deplegdo moderada
dos estoques de noradrenalina.

EVANS et al. (1979), sugerem que provavelmente, as diferencas entre
espécies na resposta ao tratamento com guanetidina sao atribuidas a diferentes niveis
de captura e acumulo da droga nos neurbnios noradrenérgicos. A guanetidina
promove a liberagdo aguda de noradrenalina nas terminagdées nervosas, e bloqueia
sua recaptura, determinando assim uma drastica diminuicdo na concentragdo deste
neurotransmissor nos tecidos (JOHNSON e MANNING, 1984).

Além disso, vale ressaltar que, mesmo em situagdes experimentais diversas,
ratos pertencentes a mesma variedade, mas provenientes de fornecedores diferentes,
podem nao responder de forma homogénea aos tratamentos (CLARK, 1995).

Dentro deste contexto, SILVA (2002), investigando as possiveis diferengas de
resposta entre ratos Wistar e Sprague-Dawley, ao tratamento com sulfato de
guanetidina, mostrou que a variedade Sprague-Dawley € bem mais sensivel que a
Wistar, quando os animais s&o tratados com a mesma dose (6,25mg/kg), durante o
mesmo periodo de tratamento (21 dias). Neste mesmo estudo ocorreu reducao da
ordem de 60% no numero de espermatozoéides ejaculados por ratos Wistar, que
esteve associada a uma reducao de 50% da taxa de prenhez das fémeas que foram
acasaladas com esses animais. Entretanto, KEMPINAS et al. (1998b), avaliando
parametros reprodutivos em ratos Sprague-Dawley, observaram que nao houve
ejaculagéo apos tratamento com guanetidina, impossibilitando a concepgéao da prole.

No presente trabalho, ratos Sprague-Dawley tratados com menor dose e por
menor periodo de tempo com sulfato de guanetidina apresentaram menor
concentragdao de noradrenalina nos trés 6rgaos avaliados quando comparados aos
Wistar, mostrando diferenga estatisticamente significativa apenas para o ducto
deferente, confirmando a maior sensibilidade da variedade Sprague-Dawley. Sabe-se
que o tratamento com guanetidina na dose de 6,25 mg/kg durante 7 dias é suficiente

para desnervar o6rgaos reprodutores de animais Sprague-Dawley, o que foi



comprovado através do aumento do peso da cauda do epididimo e vesicula seminal,
além de niveis de noradrenalina nao detectados por HPLC/ECD, na cauda do
epididimo (KEMPINAS et al., 1998a).

Em ratos do grupo controle, avaliados quanto a esse mesmo parametro, a
adrenalina mostrou-se reduzida no ducto deferente e constatou-se diferenca
estatisticamente significativa para essa redugdao na cauda do epididimo para a
variedade Sprague-Dawley em relagdo a Wistar. As concentragbes reduzidas de
adrenalina podem estar relacionadas com a idade dos animais, os quais se
apresentam idosos e deste modo, possuem uma quantidade menor de
neurotransmissores. Quando foram comparadas as concentracbes de noradrenalina
nos o6rgaos reprodutores desses animais, ndo foi detectada diferenca estatistica.
Porém, foi possivel observar uma diminuicdo desta catecolamina na cauda do
epididimo e no ducto deferente de ratos Sprague-Dawley, sugerindo que essa
variedade apresente uma quantidade biolégica menor desse neurotransmissor e,
possivelmente por esse motivo, sofra desnervagao quimica pela guanetidina mais

rapidamente.

B4- Aplicabilidade do estudo com guanetidina e sua relagdo com o
significado clinico da inervagdo autonémica no aparelho

reprodutor masculino

Conforme descrito na introdugdo deste trabalho, o modelo experimental de
simpatectomia quimica por guanetidina possui semelhangas com casos de homens
acometidos por lesdo na medula espinhal. A perda da inervagao por lesdo na medula
acarreta infertilidade masculina que esta associada a parametros anormais do sémen
o qual se apresenta muito pobre (WANG et al., 2005, BRACKETT et al., 1996). O
sémen ¢é produzido na vesicula seminal e é constituido por substancias nutritivas
como a glicose e secregdes gelatinosas ricas em frutose, que serve como fonte
energética para os espermatozodides ejaculados.

Segundo RICKER (1998), as causas potenciais para a infertilidade seriam a
motilidade e morfologia alterada dos espermatozdides e a sua longevidade diminuida.
Estes fatores levam a uma taxa reduzida de fertilizacdo. Considerando que o

epididimo atua especificamente no processo de maturagcdo e armazenamento dos



espermatozoides sob o controle do sistema nervoso auténomo (SNA), a infertilidade
poderia ser em parte, resultado da fungao epididimaria prejudicada. Neste contexto,
KEMPINAS et al. (1998b), avaliaram a qualidade do sémen comprometido pela
simpatectomia quimica e cirurgica em ratos Sprague-Dawley, com énfase nos
possiveis danos sobre as funcbes desempenhadas pelo epididimo. Observaram
diminuicao significativa no peso do epididimo e no numero de espermatozoéides na
cauda epididimaria e taxa de fertilizagao reduzida.

BRACKETT et al. (1996), investigaram se o sémen de homens acometidos por
lesdo na medula espinhal inibiria a motilidade dos espermatozéides em homens
normais, € se o sémen de homens normais melhoraria a motilidade dos
espermatozéides em homens com lesdo na medula. Observaram que, sémen de
homens com lesdo na medula inibiu a motilidade espermatica em homens normais, e
sémen de homens normais melhorou a motilidade em homens com perda da
inervagao. Concluiram assim, que a baixa motilidade dos espermatozoides observada
na maioria dos homens com lesdo na medula espinhal, se deve a0 menos em parte,
as anormalidades no plasma seminal resultante de danos causados no SNA.

Estudos de HIRSCH et al. (1991), LINSERNMEYER e PERKASH (1991) e
BRACKETT et al. (1994), sugeriram que etapas da espermatogénese e a maturagao
dos espermatozoides em homens, podem ser afetadas apds a lesdo da medula
espinhal.

A ejaculagcao também ¢é controlada pelo SNA através dos segmentos T10-12
da medula espinhal. Em T12 estaria localizado o centro reflexo da ejaculagéao
(BENSON, 1994, KEMPINAS et al., 1998b). Deste modo, quando a lesdo na medula é
nos segmentos T10-12, o centro da ejaculacdo ou a fungdo do SNA nesta regiao
serdo danificados. Se a lesdo ocorrer abaixo de T12, o centro da ejaculacéo, bem
como o funcionamento do SNA pode permanecer intacto, porém os musculos do
pénis e da uretra ndo serdao conectados ao centro da ejaculagdo (YAMAMOTO et al.,
1997). Assim, homens acometidos por lesdo na medula espinhal apresentam
problemas de erecao e ejaculagdao (YAMAMOTO et al., 1997). Entretanto, o sémen
desses homens pode ser obtido através da estimulagao elétrica.

A informagao sobre a ocorréncia de alteracbes nos espermatozoides apos
lesdo da medula espinhal, prejudicando a motilidade dessas células e ocasionando
infertilidade é extremamente valiosa, uma vez que, a partir dela poderiam ser
desenvolvidos tratamentos com potencial para superar a incapacidade funcional dos

espermatozoides decorrente da perda da inervagao.



CONSIDERACOES FINAIS



5 CONSIDERAGOES FINAIS

A fase movel com acido metanosulfénico solucionou a instabilidade
inicialmente observada na linha de base dos cromatogramas obtidos e permitiu a
melhor deteccdo das catecolaminas avaliadas através de parametros
cromatograficos e da sensibilidade e estabilizacdo do detector eletroquimico com a
utilizacao da valvula FCV-12AH, apresentando melhor resposta entre eficiéncia e
tempo de analise.

A avaliagdo da recuperagao das catecolaminas foi ajustada utilizando o
método de calibracido de adicdo padrdo. Os resultados obtidos mostraram-se de
acordo com valores aceitaveis para a validagdo de uma nova metodologia analitica
em amostras bioldgicas, assegurando a eficiéncia e a confiabilidade do método.

O método analitico foi aplicado com desempenho as amostras reais das
duas variedades de ratos, permitindo a determinacdo de baixas concentracbes das
catecolaminas estudadas, principalmente da noradrenalina, a qual diminui
significativamente apds desnervacado quimica dos orgaos reprodutores. Apresentou
simplicidade no tratamento das amostras e rapidez de analise, devido ao emprego
do acido perclorico 0,4 mol L' no procedimento de extracdo e da coluna
cromatografica ISRP-C4s imobilizada com a proteina albumina do soro humano
(HSA) que permite a injecao direta da amostra.

O modelo experimental de desnervagao quimica por guanetidina foi efetivo
em promover a simpatectomia quimica seletiva dos érgéos reprodutores, o que ficou
evidenciado pelo aumento dos pesos da cauda do epididimo e da vesicula seminal.
A avaliacdo da concentracdo de noradrenalina por método de HPLC/ECD, no
entanto, mostrou diminuigcdo apenas 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 aplica, pelo menos em
parte, a menor concentragdo de noradrenalina nos ratos da primeira variedade, o
que também poderia explicar a ocorréncia de desnervagao mais rapidamente e com
dose menor de guanetidina. A redugdo da concentragcdo de adrenalina nos 6rgaos
reprodutores dos ratos Wistar tratados com guanetidina ocorreu devido a

noradrenalina ser a precursora da adrenalina na biossintese das catecolaminas.



A suspensdao 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 nao foi suficiente para reverter, a valores normais, os niveis

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



ANEXO A - Peso dos 6rgaos reprodutores e volume de acido perclérico 0,4
mol L™ adicionado.

Tabela 1. Peso da cauda do epididimo (CE) de ratos Wistar e volume de acido perclérico
0,4 mol L™ adicionado.

Orgdo Massa (mg) N Volume (mL)
(n=9) Grupo Controle Grupo Fortificado  Grupo Controle Grupo Fortificado

CE1 127 148 1,27 1,48
CE 2 176 156 1,76 1,56
CE 3 159 160 1,59 1,6
CE4 141 166 1,41 1,66
CE5 136 118 1,36 1,18
CEG6 159 135 1,59 1,35
CE7 129 135 1,29 1,35
CE8 179 177 1,79 1,77
CE9 160 156 1,6 1,56

N = numero de animais

Tabela 2. Peso do ducto deferente (DD) de ratos Wistar e volume de acido perclérico
0,4 mol L™ adicionado.

Orgao Massa (mg) Volume (mL)
(n=9) Grupo Controle Grupo Fortificado  Grupo Controle Grupo Fortificado

DD 1 75 77 1,00 1,00
DD 2 82 85 1,00 1,00
DD 3 85 81 1,00 1,00
DD 4 83 80 1,00 1,00
DD 5 76 79 1,00 1,00
DD 6 79 72 1,00 1,00
DD 7 57 65 1,00 1,00
DD 8 72 84 1,00 1,00
DD 9 82 92 1,00 1,00

N = numero de animais.
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