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TEOR EM ACETILCOLINA DA GENITALIA DE RATOS EM
DIFERENTES CONDICOES HORMONAIS

FOR

JOSE R. VALLE & ANANIAS PORTO

Em trabalhos anteriores com Thales Martins (1, 2) ficou demonstrado que
a excitabilidade e a contratilidade farmacolégica “in vitro” de canais deferentes,
vesiculas seminais e prostatas de ratos dependem das condigdes hormonais dos
doadores. Nos ratos normais ou castrados tratados com testosterona, por exem-
plo. ao contrario do que se observa nos castrados ou tratados com estrogenos, a
sensibilidade as drogas parasimpatomiméticas ¢ bastante reduzida. Esta e outras
alterages funcionais da musculatura lisa genital masculina ja aparecem 30 horas
depois da ablagio das gonadas e se modificam 48 a 72 horas depois de uma tini-
ca dose de propionato de testosterona ou de benzoato de estradiol (3). Pro-
curando analisar estes fatos e considerando que tais alteragies precedem as mo-
dificagies morfologicas, mas podem depender ambas de fendmenos vasculares e
metabolicos mais precoces, julgamos interessante procurar si os hormonios sexuais
modificam o teor de acetilcolina daqueles orgios, sobretudo depois dos dados de
Reynolds (4), Reynolds e Foster (5) a proposito da concentragib daquela subs-
tancia no dtero de coelhas, gatas e ratas tratadas com estrogenos.

MATERIAL E METODO

Empregamos nestas experiencias um total de 295 ratos machos adultos de
130 a 250 g de peso, divididos em 53 grupos, 5 animais em média para cada grupo,
e assim distribuidos: 50 normais, 30 castrados, 55 castrados injetados com oleo
de sésamo, 62 castrados, injetados com propionato de testosterona na dose média
de 5 mg. 89 castrados injetados com benzoato de estradiol na dose média de 05 mg
e, finalmente, 9 castrados injetados com 0.5 e 1,0 mg de estiboestrol (*). De
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2 a 24, em média 6 dias, ap0s a castragdo, os ratos eram sacrificados por decapi-
tagio de 2 a 10 em média 3 horas depois da injegao quando tratados. Foi obtido
entio o material para preparo de 116 extratos: 57 de genitilia, isto €, canais
deferentes, vesiculas seminais e prostatas, e 59 testemunhas assim discriminados:
17 de intestino delgado, 13 de bago, 10 de cremasteres, 4 de pele escrotal e 15 de
bexiga, prostata ventral e penis. O método seguido foi o de Chang e Gaddum
(6) e usado por um de nos ao estudar a sensibilidade da Dyplobdella brasiliensis
(P1nTO, 1920) & acetilcolina e aos extratos de tecidos (7). A genitilia acessoria
de cada grupo de rato e os orgios controles eram pesados, picados num gral em
acido tricloracético a 10% na proporgio de 2 cm® por g de tecido. A papa per-
manecia a temperatura do Laboratorio durante 2 horas, agitada neste intervalo
arias vezes. Filtrava-se e reextraia-se o bagago com solugio de acido triclora-
cético a 7%. O filtrado era lavado com éter em funil de separacio tantas vezes
quantas necessarias para remogio do dacido. Os extratos etéreos eram desprezados
e o liquido obtido evaporado em banho-maria a temperatura inferior a 40°. O vo-
lume final era acertado com agua distilada de forma a 1 cm® corresponder a 1 g
de tecido, depois neutralizado e, finalmente, ensaiado. Na maioria dos casos
porém, depois da evaporagio o material ficava na geladeira, congelado, para di-
luicdio e ensaio no dia seguinte. A neutralizagio do extrato era sempre feita no
momento do ensaio.

A prova biologica com os extratos foi realizada empregando-se o misculo
dorsal eserinado da sanguesuga Diplobdella brasiliensis, mergulhado em 30 em?
de Ringer e nas demais condiges minuciosamente descritas em trabalho anterior
(7). Examinamos alguns extratos usando o método da pressio arterial do gato e
o do coragio isolado da rd, Leptodactylus ocellatus. Em todos os casos a sensi-
bilidade do fest era comprovada pelo emprego de uma solugio recente de cloridra-
to de acetilcolina “Roche” contendo 1 y ou 0.1 y por cm®. A dose de cada ex-
trato para o misculo dorsal de sanguesuga foi habitualmente de 0.5 cm?®, isto €,
0.5 g de tecido; quando era menor a sensibilidade da preparacio, usavamos 1 cm’
do extrato.

Em algumas experiencias a resposta obtida foi controlada quer pela alcalini-
zagio, quer pela calcinagio do extrato, afastando-se assim a possibilidade da rea-
cdo depender de outras substancias diferentes da acetilcolina, principalmente o
potassio. No Quadro I vem os dados relativos a alguns dos grupos experimen-
tais. Nos grupos 47 a 50 os ratos receberam alem do oleo de sésamo puro ou dos
hormonios nele dissolvidos, uma injecio subcutanea de 0.5 cm’ de sulfato de eseri-
rina-a 1 para 10 mil. Isto foi feito com o fito de se impedir a destruigio da ace-
tilcolina porventura liberada como consequencia do tratamento hormonal.
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RESULTADOS E COMENTARIOS

Os resultados obtidos nos ensaios feitos com 0 emprego da musculatura dorsal
de sanguesuga vém resumidos no Quadro II. Dos 54 extratos de genitilia exa-
minados, somente 5 nio deram efeito positivo. Si por um lado a amplitude de
contragao do musculo dorsal eserinado de sanguesuga e a proporg¢io de respostas
positivas foram maiores com os extratos de castrados e tratados do que de nor-
mais e castrados simples, a influencia do tratamento hormonal nio ficou manifes-
ta comparando-se a resposta aos extratos de tratados com oleo puro. Todos os
17 extratos controles de intestino foram positivos, em alguns casos a reacio foi
superior a registrada com os extratos de genitalia dos animais do mesmo grupo.
Quanto ads extratos controles de bago, todos foram negativos; somente em 1 entre
10 extratos de cremasteres foi obtida uma resposta positiva. Nos 7 extratos
de bexiga, prostata ventral e penis houve 3 respostas positivas e 4 negativas. Fi-
nalmente, os 4 extratos de pele escrotal foram todos inativos. Estes 3 ultimos

grupos de extratos de orgaos que dependem tambem das condi¢oes hormonais dos
doadores, foram estudados para melhor anilise dos resultados obtidos com os ex-

tratos de gemitalia. Si os hormonios sexuais liberassem acetilcolina ao nivel de
toda a musculatura genital acessoria. a inciderxia de resultados positivos deveria
ser maior tambem nestes grupos. Como se pode vér na fig. 1, a concentracio
de acetilcolina na genitdlia de ratos tratados com estradiol ou estiboestrol, foi pra-
ticamente a mesma apesar das doses diferentes dos estrogenos empregados; tam-
bem nas Iigs. 2 e 3 ve-se que nio houve relagio entre a intensidade das respos-
tas e as condicoes hormonais dos doadores.

Embora tenha sido reduzido o niimero de provas realizadas empregando-se o
meétodo da pressao carotidiana de gatos, elas vieram corroborar 0s resultados
acima descritos. Assim tres extratos de genitilia de ratos castrados e tratados
com oleo puro, testosterona e estradiol e ainda eserinados, provocaram cada um
efeito hipotensor de mesma intensidade, devido em grande parte, talvez, ao teor
em histamina (fig 4). Nos ensaios efetuados pela técnica do coragio isolado de
ri observamos em certos casos diferengas de resposta conforme o extrato. Re-
gistrava-se, as vezes, aumento da amplitude sistolica invez de diminuigio que se-
ria 0 caso quer se’tratasse da acetilcolina, quer do ion potassio. O reduzido ni-
mero de provas, infelizmente, nio permitiu maior esclarecimento deste fato.

Apesar das contraprovas pela alcalinazigio ou calcinagio dos extratos, ndo

se pode afastar categoricamente a presenca do potassio cuja concentracio, nos di-
ferentes casos fica ainda para ser determinada.

Finalmente, em experiencias preliminares, tambem comparativas nio se veri-
ficou um aumento do teor em acetilcolina nos extratos de uteros de ratas adultas
castradas sacrificadas 3 horas depois da injecdo de 0.1 mg de benzoato de estra-
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diol. Este fato esta de acordo com os dados de Holden (7), Reynolds e Fos-
ter (5) e indica que no rato, muito provavelmente, a acetilcolina nio ¢ a media-
dora nos efeitos vasculares dos hormonios gonadais. Tambem outras pesquisas
sio necessarias para se decidir si, por exemplo, a histamina ou substancias afins
desempenham no caso um papel importante,

Quaoeo 11
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Em suma, o tratamento com testoterona, estradiol ou estilboestrol, nas con-
digoes experimentais descritas, até 10 horas depois da injecio nio parece modi-
ficar o teor em acetilcolina da genitilia masculina de ratos adultos castrados, E
pouco provavel portanto, que no rato a acetilcolina, ou outra substancia deste
tipo, esteja em jogo nos fenomenos mais precoces que se processam na intimi-
dade da fibra lisa genital mascu'ina e que deperxdiam dos hormonios gonadais.

RESUMO

Procurando analisar as aiteragbes funcionais da musculatura genital mas-
culina, descritas em trabalhos anteriores, foram ensaiados 116 extratos de genita-
lia, intestino delgado e bago de 295 ratos normais, castrados e injetados com subs-
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Extrato 111 — Genitilia de ratos tratades com oleo puro
Extrata 113 — Genitilia de ratos tratados com Testosterona
Extrato 115 — Genitilia de ratos tratades com Estradiol

As flexas assnalam & tnjecio na femural de 1 em? do extrato dilaids ao décim ot

efeito hipotensor foi da mesma intensidade nos tres casos

ABSTRACT

Previous works on hormonal control of the contractility and pharmacologi-
cal reactivity “in vitro” of male genital organs had suggested an assay of the
acetylcholine content of vasa deferentia, seminal vesicles and coagulating glands

of normal, spayed, and testosterone, estradiol or stilboestrol treated rats. 116
extracts from genitals, small intestine, spleen, cremaster and scrotal skin were
prepared according to the method of Chang and Gaddum and tested on dorsal mus-
cle of eserinized leech Diplobdella brasiliensis, In some instances blood pressure
of cats and isolated heart of frogs were also employed. Within 10 hours after
the hormonal dosis subcutaneously injected, extracts of genitals and intestine exhi-
bited quite the same activity whereas those of spleen and scrotal skin were nega-
tive. It was concluded that in rats the acetylcholine content of gemital organs is not
increased by androgens or estrogens. It is hardly possible, thereiore, that in this
species, under the action of gonadal hormones, acetylcholime or acetylcholine-like
substances may have an important role in the inmitial processes ocurring at the

erenital male musculature.,
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