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RESUMO

A sindrome de estresse é caracterizada por complexas alteragdes neuroen-
docrinoldgicas. Essas alteragdes, ao menos parcialmente, fazem parte de
um mecanismo de ajuste dos tecidos. Assim, foram avaliados os niveis
plasmaticos de catecolaminas (noradrenalina, adrenalina, dopamina e L-
dopa) em ratos. Os resultados mostram o aumento dos niveis plasmaticos
de adrenalina e noradrenalina resultante da reacdo de alerta causada pela
manipulacdo dos animais. Desta forma, é possivel a obtencéo de respos-
tas alteradas em funcédo do estresse de manipulagdo. Todavia, para que se
possam analisar respostas fisiofarmacologicas e considera-las como alte-
radas € necessarios que se estabelega uma padronizacao experimental ri-
gida bem como uma resposta “controle” altamente confiavel.

UNITERMOS: catecolaminas, plasma, CLAE.

INTRODUCAO

O sistema nervoso, juntamente com o sistema endocrino, é responsa-
vel pela maioria das func@es de controle do organismo. O modo de trans-
Missao entre 0s neurdnios € carreado por neurotransmissores, substan-
cias quimicas neuroativas liberadas no lado pré-sinaptico da juncéo entre
dois neurdnios, a sinapse.

As catecolaminas sdo importantes neurotransmissores e hormoénios
circulantes (BENEDICT, 1987, PEREIRA, 1998).

Os neurotransmissores adrenalina, noradrenalina, dopa e dopamina
sdo horménios carregados que possuem propriedades de catecolaminas,



aminas ativas contendo o0 composto catecol, e sdo sintetizados a partir da
tirosina.

A complexa interacdo dos eixos hipotalamo-hip6fise-adrenal e sim-
patico-adrenal, recrutada pelo organismo como fator modulador da ho-
meostasia resulta, basicamente, em liberacdo do horménio adrenocorti-
cotrofico da glandula hipofiséria anterior, glicocorticdides do cortex
adrenal, adrenalina da medula adrenal e noradrenalina das terminacdes
nervosas simpaticas (FIGURA 1).

A avaliacdo das alterac@es fisioldgicas decorrentes de diversas pato-
logias pode ser efetuada através da quantificacdo (dosagem) de catecola-
minas, glicocorticéides e gonadotrofinas, dentre outras (MILLS, 1985).

O conjunto dessas modificaces fisioldgicas é denominado como es-
tresse ou sindrome de adaptacdo geral (SAG), termo cunhado por Hans
Selye, o criador e pesquisador que levantou a questéo.

Complexas interagOes estdo envolvidas na regulagéo destes hormo-
nios. Os glicocorticoides regulam a biossintese de catecolaminas na me-
dula adrenal e as catecolaminas estimulam a liberacdo de adrenocortico-
trofina da adenohipofise (AXEROLD, 1984).

Os niveis de catecolaminas e corticosterdides podem variar de acor-
do com os estimulos estressogénicos como em animais empregados na
experimentacdo cientifica. Desta forma, tais estimulos podem ser pro-
porcionados pelo experimentador, o qual visa avaliar a influéncia de tais
agentes estressogénicos. Entretanto, estes estimulos podem ser ocasio-
nais quando as condi¢des experimentais ndo sdo adequadamente contro-
ladas, tais como condigdes bioteriais e de manipulagéo.

Considerando-se que as alteragBes nos niveis plasmaticos de cateco-
laminas compreendem um fendmeno de repercussdes fisiopatologicas
muito amplas e que tais alteragdes hormonais que caracterizam a “sin-
drome de estresse” podem modificar a atividade de diversos sistemas fi-
siolégicos e levar a fisiopatologias, torna-se relevante avaliar os niveis
plasméticos de catecolaminas em animais preservados de um modelo
pré-estabelecido de estresse cujas condi¢des experimentais variaram
guanto a manipulacdo dos animais.

MATERIAL E METODO
Animais

Foram utilizados ratos albinos adultos machos, Wistar, cepa UNESP,
com aproximadamente 90 dias de idade, pesando cerca de 300g, forne-
cidos pelo Biotério Central da UNESP localizado no Campus de Botu-
catu/SP. Os animais permaneceram no biotério do Departamento de Far-
macologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), por um periodo minimo de 10 dias, sob condicGes controladas
de alimentagdo, temperatura, ruido e ciclo claro-escuro para aclimata-
cdo. Estes animais foram mantidos em gaiolas coletivas, contendo 5 ani-
mais por gaiola, com livre acesso a agua e alimento.
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Grupos experimentais

Os grupo | e 1l foram compostos por ratos preservados de estresse,
anestesiados com pentobarbital sddico (50mg. Kg-1), tendo sido efetua-
da a coleta do sangue ap6s 50 minutos de anestesia no grupo | e apo6s 5
minutos de anestesia no grupo I1.

Vale ressaltar que o tempo de metabolizacdo das catecolaminas libe-
radas durante a situacdo de alerta é cerca de cinglienta minutos.

Coleta, estocagem e transporte do plasma sangiiineo

As amostras sanguineas de 5 a 6mL foram coletadas em frascos he-
parinizados através da inser¢do de uma canula na aorta abdominal. Ime-
diatamente ap06s a coleta, o sangue foi centrifugado a 2000 R.P.M, duran-
te 20 minutos a 2°C, o plasma obtido foi estocado em gelo seco a -70°C.

Os frascos contendo plasma foram acondicionados em recipiente
isotérmico mantendo estavel a temperatura para se efetuar o transporte
do plasma do Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias
da UNESP - Botucatu para o Departamento de Quimica da Faculdade de
Ciéncias da UNESP - Bauru.

Visando manter a estabilidade quimica das catecolaminas, as amos-
tras de plasma, foram estocadas em nitrogénio liquido no Departamento
de Quimica da Faculdade de Ciéncias da UNESP - Bauru.

O transporte das amostras do Departamento de Quimica da Faculda-
de de Ciéncias da UNESP - Bauru para o Departamento da Disciplina de
Nefrologia da Escola Paulista de Medicina - S&do Paulo foi efetuado
acondicionando as amostras em recipiente isotérmico contendo gelo
seco a -70°C.

Dosagem de catecolaminas plasmaticas

A determinagdo da concentragdo plasmatica das catecolaminas foi
realizada empregando-se a técnica de cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (NAFFAH-MAZZACORATTI, 1992).

A separacdo das catecolaminas foi realizada a temperatura de 22°C,
com fluxo da fase mdvel ajustado em 0,80mL.mim-1. A fase mével em-
pregada foi composta por 0,02M de fosfato de sodio dibasico, 0,02M de
acido citrico, pH 2,64, metanol a 10%, 0,12mM de EDTA sdédico e
556mg.L"1 de &cido heptanossulfénico, sendo utilizado um detector ele-
troquimico com potencial ajustado em +0,5V.

Quando necessario, as amostras foram medidas em duplicata. Os re-
sultados estdo expressos em pg.mL-1 de plasma.
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FIGURA 1: Esquema mostrando a interacdo do eixo Hipotalamo-hipé-
fise-adrenal.
RESULTADOS

O grupo | foi composto por animais preservados de qualquer condi-
cao de estresse, tendo sido efetuada a coleta do sangue ap6s 50 minutos
de anestesia, tempo necessario para a metabolizacdo das catecolaminas
liberadas na situacdo de alerta. Ja o grupo Il foi composto por animais
preservados de qualquer condicdo de estresse, da mesma forma que o
grupo Controle I, tendo sido efetuada a coleta do sangue ap6s 5 minutos
de anestesia, tempo insuficiente para a metabolizacdo das catecolaminas.

Os resultados expressos na Tabela 1 e Figura 2, mostram o nivel ba-
sal de catecolaminas e as diferencgas entre 0S grupos.

Os valores referentes as concentraces plasmaticas de catecolaminas
estdo expressos em pg.mL-1,

TABELA 1: Niveis plasmaticos de catecolaminas em animais dos gru-

pos | e Il
Grupo NA ADR LD DA
I 29,05+5,63 | 116,26+24,87 | 34,64+6,35 | 45,54+2,23
I 50,24+8,32* | 162,94+18,02* | 36,24+3,84 | 79,77+9,27*

Valores expressos como média + erro padrdo da média de 5 experimentos por grupo.
*p <0.05, ANOVA.
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FIGURA 2: Gréficos dos niveis plasmaticos de Catecolaminas (pg.mL?),
Noradrenalina (NA), Adrenalina (ADR), L-dopa (L-D) e
Dopamina (D) dos individuos dos grupos | e Il.

DISCUSSAO

As glandulas adrenais sdo as principais fontes da maioria das subs-
tancias abundantemente liberadas durante o estresse. Estas estruturas séo
componentes importantes, tanto do eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal
guanto do eixo simpatico-adrenal. A glandula adrenal apresenta uma
porcao cortical responsavel pela liberacéo de glicocorticoides e produtos



correlatos, em resposta ao horménio adrenocorticotréfico (ACTH) libe-
rado durante situacGes estressogénicas. Adicionalmente, apresenta uma
porcdo medular responsavel pela liberacdo de catecolaminas (basica-
mente adrenalina), sempre que o organismo € desafiado.

Desta forma, as glandulas adrenais representam partes integrantes
dos mecanismos neuroendocrinoldgicos do estresse. Vale ressaltar que a
liberacdo de catecolaminas pelas glandulas adrenais é provocada por im-
pulsos nervosos, via fibras simpéticas que inervam essa estrutura
(SCHEURINK et al., 1989, FERRARESE et al., 1993). Ainda, a adrena-
lina proveniente das adrenais modula a liberag&o das catecolaminas a
partir das terminacGes nervosas adrenérgicas, via adrenoceptores pré-si-
napticos. Nessas terminacGes, a adrenalina pode ainda ser captada e pos-
teriormente ser liberada como co-transmissor (FERRARESE et al.,
1993, SCHEURINK et al., 1989, COOPS et al., 1993).

Chama-se de estressor qualquer estimulo capaz de provocar o apare-
cimento de um conjunto de repostas organicas, mentais, psicolégicas
e/ou comportamentais relacionadas com mudancas fisiolégicas, que aca-
bam resultando em hiperfuncéo da glandula adrenal e do sistema nervo-
so autdbnomo simpético. Desta forma, os resultados obtidos quanto aos
niveis plasmaticos de catecolaminas mostram que os niveis de adrenali-
na e noradrenalina no grupo Il apresentam-se elevados em relacdo ao
grupo |, caracterizando a presenca do estado de alerta decorrente da ma-
nipulacdo dos animais no momento da anestesia.

A elevacdo dos niveis plasmaticos de catecolaminas pode ser consi-
derada como a principal alteracdo neuroendocrinolégica decorrente de
uma situacao de estresse. Desta forma, a manipulacdo bem como o pro-
cedimento anestésico aos quais os animais foram submetidos, apresenta-
se como uma forma de estresse.

Vaérios trabalhos se desenvolvem buscando a anélise das alteracfes
fisiologicas decorrentes de diferentes modelos de estresse. Todavia, para
gue se possam analisar tais respostas e considera-las como alteradas é
necessario que se estabeleca uma padronizacdo experimental rigida bem
como uma resposta “controle” altamente confiavel.

Devemos considerar os niveis plasmaticos de catecolaminas do Gru-
po | como sendo 0 mais proximo ao basal, porém os valores obtidos no
grupo Il podem ser considerados como os valores de referéncia para pos-
siveis comparag@es entre animais submetidos a uma situacdo de estresse.

O estresse emocional causa liberagdo de adrenalina pela medula
adrenal e a atividade fisica leva a liberacdo de noradrenalina da termina-
cao nervosa do sistema nervoso simpatico (SCHEURINK et al., 1989).
Assim, em situacdes de estresse induzido por imobilizacéo forcada, onde
ha& predominio do componente emocional, foram demonstradas eleva-
¢cBes nas concentracdes plasmaticas de adrenalina e noradrenalina
(KVETNANSKY et al., 1993).

Houve alteracdes significativas entre 0s grupos apenas guanto aos
niveis plasméticos de dopamina, noradrenalina e adrenalina, mostrando
a presenga dos componentes fisico e emocional do estresse. Todavia, 0s
niveis plasmaticos de L-dopa se manteve em ambos 0s grupos, assim in-
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fere-se que tal neurotransmissor ndo participe das alteracGes avaliadas
durante o estresse.

Segundo Bispo e Pereira (1994), o estresse é um fendbmeno de reper-
cussdes fisiopatoldgicas muito amplas e devemos considera-lo sempre
ao utilizar animais para experimentacdo cientifica. Ainda, tais autores
salientam a importancia de se controlar as condi¢fes experimentais, bem
como a manuten¢do e manejo de animais em biotério.

CONCLUSAO

A elevacdo nos niveis plasmaticos de catecolaminas encontradas no
grupo Il se deve a situacdo de alerta que ocorre por ocasido da manipu-
lacdo dos animais. Os animais dos grupos Il podem ser empregados
como fator de comparacdo com outros grupos experimentais nos quais
objetiva-se testar a influéncia do estresse.
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