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RESUMO

As catecolaminas s30 compostos organicos que possuem em sua estrutura um grupo catecol
(3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a um grupo de amina. As catecolaminas sdo presentes
no sistema nervoso simpatico periférico, na medula adrenal, e sdo distribuidas em varias regidoes do
sistema nervoso central. Dopamina, norepinefrina e epinefrina sdo as principais catecolaminas,
formando uma classe de neurotransmissores quimicos ¢ hormonais.

A primeira indicagdo de produgdo enddgena de nitrocatecolamina surgiu ao observar que os
niveis de noradrenalina detectados por microdialise do niicleo paraventricular hipotaldmico de ratos
diminuiam apo6s a perfusdo do tecido com uma solug¢ao contendo 6xido nitrico (NO). A liberagdo basal
de 6-nitrodopamina (6-ND), medida por espectroscopia de massa em tandem por eletropulverizacio
positiva para HPLC (HPLC-MS/MS)), foi identificada em diversos tecidos vasculares in vitro: artéria e
veia umbilical humanas, artéria e veia poplitea humanas, aorta de Chelonoidis carbonaria, aorta de
Pantherophis guttatus e artéria e aorta pulmonar obtidas do sagui Callitrix spp. Além dos tecidos
vasculares, a liberagdo basal de 6-ND foi observada em atrio direito isolado de rato, atrios e ventriculos
direitos isolados de camundongo, atrios e ventriculos isolados de coelho, ducto deferente isolado de rato
e ducto deferente isolado humano.

A 6-ND liberada pelos canais deferentes de ratos e humanos ¢ considerada um importante
mediador da contratilidade de ambos os tecidos. Antidepressivos triciclicos e antagonistas de receptores
al-adrenérgicos bloqueiam as contragdes provocadas pela 6ND de maneira seletiva.

A molécula de 6xido nitrico (NO) apresenta um dos menores pesos moleculares entre os
produtos de secrecdo celular de mamiferos. O NO apresenta uma meia-vida curta e pouca especificidade
em suas reagdes. A presenca do NO ¢ importante para a sintese das nitrocatecolaminas, inclusiva a 6-
ND. A sintese do 6xido nitrico ¢ atribuida principalmente a enzima 6xido nitrico-sintase (NOS).

Existem trés isoformas conhecidas de NOS, incluindo uma isoforma induzida (iNOS) e duas
isoformas constitutivas (cNOS). Essa enzima se encontra no citosol e precisa de cofatores como o
tetrahidrobiopterina (BH4), o heme, a flavina adenina dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo
(FMN) e o NADPH. A cNOS basal ¢ estimulada pelo aumento na concentragdo celular de calcio em
decorréncia da ativacao de receptores na superficie celular e dos mecanismos de transdugao de sinal. A
administragdo de glicocorticoides ndo afeta sua sintese. Por outro lado, a iNOS requer uma concentragdo
de calcio muito baixa para ativacao, mas a sintese de mRNA da iNOS ¢ indispensavel para sua atividade.

A existéncia dessas diferentes isoformas de NOS levanta a davida de qual delas é a mais
envolvida na sintese de NO e, por consequéncia, da 6ND no ducto deferente dos camundongos.

Na investigagdo das camaras cardiacas de camundongos, observou-se que a liberagao basal de 6-ND ¢
notavelmente reduzida em camundongos eNOS-/-, enquanto ndo apresenta essa reducdo em
camundongos nNOS-/- ou iNOS-/-. Isso sugere a importincia da eNOS na sintese de 6-ND nessas

camaras cardiacas. Para elucidar essa questdo, examinamos a liberagdo basal de 6-ND em camundongos



controle, eNOS-/-, nNOS-/- e iINOS-/-, a fim de determinar qual isoforma da NOS desempenha um papel
crucial na biossintese de 6-ND no ducto deferente de camundongos.

Ductos isolados de dois animais de cada grupo foram suspensos em um banho de 6rgdo com 3
mL de KHS e 4cido ascorbico (3 mM) gaseificado continuamente com uma mistura (95% O2 / 5% CO2)
a 37 °C por 30 min. Os ductos deferentes foram incubados na auséncia e presenca da tetrodotoxina
(TTX, 1 uM) e 2 mL do sobrenadante foram enviados para analise. O procedimento utilizado para a
quantificagdo da 6-nitrodopamina foi adaptado para possibilitar a mensurag@o das quatro catecolaminas
(6-nitrodopamina, dopamina, noradrenalina e adrenalina) em uma Unica analise cromatografica. Em
uma abordagem adicional, os niveis de 6-nitrodopa, 6-cianodopamina e 6-nitroadrenalina foram
igualmente quantificados em uma tnica execucao cromatografica.

Uma segunda etapa da pesquisa, envolveu o estudo da contratilidade in vitro dos canais
deferentes ap6s estimulagdo por campo elétrico (EFS) antes a apos incuba¢ao com L-NAME. Para tanto,
os ductos eram preparados separadamente em um banho de orgdo especifico e, apds um periodo de
estabilizacdo, os estimulos elétricos eram aplicados e a tensdo isométrica exercida pelos ductos
deferentes era registrada pelo o sistema PowerLab.

A liberagdo basal de 6-ND mostrou-se significativamente reduzida em camundongos nNOS-/-
em comparagdo com os camundongos controle, porém ndo houve diminui¢do quando os canais
deferentes foram obtidos de camundongos eNOS-/- ou iNOS-/- . A pré-incubacao dos canais deferentes
com tetrodotoxina (I pM) resultou em uma reducao significativa da liberagdo basal de 6-ND em
camundongos controle, eNOS-/- e iNOS-/- , mas ndo apresentou efeito na liberacdo basal de 6-ND em
camundongos nNOS-/- .O estimulo elétrico induziu contragdes dependentes da frequéncia aplicada.
Interessantemente os animais nNOS-/- mostraram uma reducdo significativa da for¢a de contracdo a
partir de 4Hz de energia aplicada, enquanto os animais controle, iNOS-/- e eNOS-/- mostraram a mesma
capacidade contratil em todas as frequéncias aplicadas. A pré¢ incubag¢do com L-NAME gerou redugao
na capacidade contratil dos camundongos controle, iNOS-/- ¢ eNOS-/-, mas ndo alterou a forca gerada
pelos camundongos nNOS-/-, a qual ja estava reduzida.

Os resultados deixam claro de maneira clara que a isoforma nNOS desempenha o papel principal
na liberagdo de oxido nitrico (NO) no ducto deferente de camundongos, reafirmando assim a

importancia do 6-ND como um modulador significativo da contratilidade desse ducto.

Palavras-Chave: Adrenalina; Catecolamina; Dopamina; Cromatografia liquida; Noradrenalina;

Espectrometria de massa em tandem.



ABSTRACT

Catecholamines are organic compounds that have in their structure a catechol group (3,4-
dihydroxybenzene) linked by an ethyl bridge to an amine group. Catecholamines are found in the
peripheral sympathetic nervous system, adrenal medulla, and distributed throughout various regions of
the central nervous system. The main catecholamines are dopamine, norepinephrine, and epinephrine,
constituting a class of chemical and hormonal neurotransmitters.

The initial indication of endogenous nitrocatecholamine production emerged from observations
that levels of noradrenaline, detected through microdialysis of the hypothalamic paraventricular nucleus
in rats, reduced after perfusing the tissue to a solution containing nitric oxide (NO). Basal release of 6-
nitrodopamine (6-ND), assessed by HPLC-positive electrospray tandem mass spectroscopy (HPLC-
MS/MS), was identified in various tissues in vitro: human umbilical artery and vein, artery and human
popliteal vein, aorta from Chelonoidis carbonaria, pulmonary artery and aorta obtained from the
marmoset Callitrix spp, and aorta from Pantherophis guttatus. Apart from blood vessel tissues, basal
secretion of 6-ND was measured in isolated rat right atrium, isolated mouse right ventricles and atria,
isolated rabbit ventricles and atria, isolated rat vas deferens and isolated human vas deferens.

6-ND released by the vas deferens of rats and humans is considered an important mediator of
the contractility of both tissues. Tricyclic antidepressants and al-adrenergic receptor antagonists
selectively block contractions induced by 6-ND.

The nitric oxide (NO) molecule has one of the lowest molecular weights among mammalian
cellular compression products. NO has a short half-life and little specificity in its reactions. The presence
of NO is important for the synthesis of nitrocatecholamines, including 6-ND. The synthesis of nitric
oxide is mainly attributed to the enzyme nitric oxide synthase (NOS).

Three NOS isoforms are described, one induced (iNOS) and two constitutive (cNOS). This
enzyme is present in the cytosol and requires NADPH, tetrahydrobiopterin (BH4), flavin adenine
dinucleotide (FAD), flavin mononucleotide (FMN) and heme as cofactors. Basal cNOS is activated by
an increase in intracellular calcium concentration in response to the activation of cell surface receptors
and signal transduction mechanisms. Its synthesis is not affected by the administration of
glucocorticoids. In contrast, iNOS requires a very low calcium concentration for activation, but iNOS
mRNA synthesis is indispensable for its activity.

The existence of these different NOS isoforms raises the question of which one is most
involved in the synthesis of NO and, consequently, 6ND in the vas deferens of mice. In the investigation
of mouse cardiac chambers, it was observed that the spontaneous release of 6-ND is significantly
reduced in eNOS-/- mice, while it is not evident this reduction in iNOS-/- or nNOS-/- mice. This implies
the significance of eNOS in the generation of 6-ND within the heart of theses animeals. To elucidate
this matter, we examined the spontaneous release of 6-ND in control mice, iNOS-/-, eNOS-/-, and

nNOS-/- mice to ascertain which NOS isoform is integral in the biosynthesis of 6-ND in mice vas



deferens. Isolated ducts from two animals from each group were suspended in an organ bath with 3 mL
of KHS and ascorbic acid (3 mM) continuously gassed with a mixture (95% 02 / 5% CO2) at 37 °C for
30 min. The vas deferens were incubated in the absence and presence of tetrodotoxin (TTX, 1 pM) and
2 mL of the supernatant was sent for analysis. The procedure employed for the quantification of 6-
nitrodopamine was modified to allow the measurement of the four catecholamines (6-nitrodopamine,
dopamine, norepinephrine, and epinephrine) in a single chromatographic analysis. In an additional
approach, the levels of 6-cyanodopamine, 6-nitroadrenaline, and 6-nitrodopa were also quantified in one
chromatographic analysis.

A second stage of the research involved the study of in vitro contractility of the vas deferens
after electric field stimulation (EFS) before and after incubation with L-NAME. To this end, the ducts
were prepared separately in a specific organ bath and, after a period of stabilization, electrical stimuli
were applied and the isometric tension exerted by the vas deferens was recorded by the PowerLab
system.

The release of 6-ND exhibited a significant decrease in nNOS-/- mice compared to control mice.
However, no reduction was observed when vas deferens were acquired from iNOS-/- or eNOS-/- mice.
Pre-incubation of vas deferens with TTX resulted in a notable reduction in the release of 6-ND in control
mice, iNOS-/-, and eNOS-/- mice, but had no impact on the release of 6-ND in nNOS-/- mice. EFS
induced frequency-dependent contractions of the tissue. Interestingly, nNOS-/- animals showed a
significant reduction in contraction force from 4Hz of applied energy, while control, iNOS-/- and eNOS-
/- animals showed the same contractile capacity at all applied frequencies. Pre-incubation with L-NAME
generated a reduction in the contractile capacity of control, iNOS-/- and eNOS-/- mice, but did not alter
the force generated by nNOS-/- mice, which was already reduced.

The findings unequivocally indicate that nNOS is the primary NO isoform accountable for the
release of 6-ND in the mouse vas deferens. These results further underscore the significance of 6-ND as

a crucial regulator of vas deferens contractility.

Keywords: Adrenaline; Catecholamine; Dopamine; Liquid chromatography; Noradrenaline; Tandem

mass spectrometry.
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1. INTRODUCAO

1.1 CATECOLAMINAS
As catecolaminas sdo compostos organicos que possuem em sua estrutura um grupo catecol
(3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a um grupo de amina. As catecolaminas sdo presentes
no sistema nervoso simpatico periférico, na medula adrenal e sdo distribuidas por diversas regides do
sistema nervoso central. (ALEXOPOULOS, 2021).
As principais catecolaminas sdo a dopamina, norepinefrina e epinefrina, constituindo uma classe

de neurotransmissores quimicos e hormonais (LAKATTA, 1987; MOLINOFF; AXELROD, 1971). Elas

desempenham um papel na regulagdo de processos fisiologicos e contribuem para o desenvolvimento
de condigdes neuroldgicas, psiquidtricas, endocrinas e cardiovasculares (BROOKS, 2001;
NONOGAKI, 2000)

As catecolaminas sdo produzidas a partir da tirosina. A primeira etapa envolve a hidroxilagdo
da tirosina para formar L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA), uma reagdo catalisada pela enzima
tirosina hidroxilase. Apds a sua formagao, o L-DOPA ¢ descarboxilado para dopamina (DA) pela L-
aminoacido aromatico descarboxilase (AADC). Uma vez sintetizada, a DA pode ser convertida em
norepinefrina (NE) por acdo da enzima dopamina-beta-hidroxilase (DA-B-hidroxilase). A NE, por sua
vez, pode ser transformada em epinefrina em neurdnios que contenham a enzima feniletanolamina-N-

metiltransferase (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; MOLINOFF; AXELROD, 1971; NAGATS,
1991).

A maior parte da epinefrina presente nas terminagdes nervosas ou células cromafins esta
armazenada em vesiculas e, em situagdes normais, apenas uma pequena por¢ao esta na forma livre no
citoplasma. O transportador vesicular de monoaminas (VMAT) € responsavel por manter a concentragio
nas vesiculas. O VMAT, diferentemente do transportador de aminas encarregado pela captagdo de NE
nas terminacdes nervosas, faz uso do gradiente transvesicular de protons como for¢a motriz

(GAINETDINOV; CARON, 2003; SMEETS; GONZALEZ, 2000).

Uma vez liberada na fenda sinaptica, o efeito da NE acaba, principalmente, pela sua captura nas
terminagdes nervosas noradrenérgicas. A epinefrina e a NE circulantes sdo degradadas enzimaticamente.
As principais enzimas que metabolizam as catecolaminas se localizam no espaco intracelular; por esse

motivo, elas precisam ser captadas pelas células para que ocorra sua degradagdo metabolica (GILSBACH;
HEIN, 2012; MOLINOFF; AXELROD, 1971; RICHTER, 1937).

A recaptura neuronal da NE ¢ mediada pelo transportador de norepinefrina (NET) localizado na
membrana celular. Esse transportador funciona como co-transportador de Cl—, Nat+ e a amina
correspondente, aproveitando o gradiente de s6dio como a for¢a motora. Uma vez no compartimento
celular, uma parte da NE ¢ armazenado dentro de vesiculas por meio da acdo do VMAT. A aquisigdo

pos-sindptica de noradrenalina é conduzida pelo transportador extraneuronal de monoaminas (EMT),
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que compdem um grupo de transportadores de cations organicos extensa e amplamente distribuidos
(EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; KOPIN et al., 1998).

O NET apresenta alta seletividade para noradrenalina, demonstrando elevada afinidade com
uma velocidade de captacdo relativamente baixa. Este transportador desempenha um papel crucial na
preservacdo dos estoques de NE. O EMT tem afinidade mais baixa, transportando epinefrina e
isoprenalina, bem como NE. Entretanto, o EMT tem uma capacidade de transporte superior em
comparacgdo com o NET. (RICHTER, 1937).

As catecolaminas exogenas e endogenas sdo predominantemente degradadas por duas enzimas
celulares: monoaminoxidase (MAO) e catecol-o-metiltransfrase (COMT). A MAO, que abrange as
isoformas MAO-A e MAO-B, encontra-se nas mitocondrias, mais precisamente em suas membranas
externas. Ela esta amplamente presente nas termina¢des nervosas noradrenérgicas, porém se encontra,
também, em outros tecidos, como figado e epitélio intestinal (KOPIN et al., 1998; RICHTER, 1937).

A MAO transforma catecolaminas em seus aldeidos correspondentes, os quais sdo prontamente
degradados pela aldeido-desidrogenase em seus acidos carboxilicos correspondentes (a norepinefrina
produz o 3,4-di-hidroxifenilglicol) na periferia. Além disso, a MAO oxida outras monoaminas,
incluindo a serotonina ¢ a dopamina. Dentro dos neuronios simpaticos, a MAO desempenha uma
importante fung@o na regulacdo da quantidade de DA e NE (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN,
2004; KOPIN et al., 1998). Uma das vias responsaveis pelo metabolismo da NA ¢ a via redutora. Essa
via ¢ mediada pela aldeido-redutase (AR) e gera um metabolito menos prevalente, o dcido 3-metoxi-4-
hidroxifenilglicolico (MHPG), o qual ¢ conjugado com o sulfato de MHPG antes de ser excretado
(KOPIN et al., 1998).

A segunda via mais importante do metabolismo das catecolaminas envolve a sua metilagao,
realizada pela catecol-O-metiltransferase (COMT). A COMT adiciona um grupo metila a um dos grupos
hidroxila do catecol, resultando na formagao de um derivado metoxi. Apesar de ndo ser encontrada nos
neurdnios noradrenérgicos, esta enzima esta presente na medula da suprarrenal, assim como em muitos
outros tecidos do organismo (KOPIN et al., 1998). O resultado da acdo sequencial da MAO e da COMT
¢ a formagdo do acido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG). O MHPG ¢, em parte, ligado a derivados
sulfato ou glicuronideo e, em seguida, eliminados na urina. Entretanto, em sua maior parte, o MHPG ¢
convertido em VMA (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; KOPIN et al., 1998).

A MAO e a COMT nd3o sdo as principais responsaveis pelo fim dos efeitos dos
neurotransmissores nos tecidos periféricos. A combinagdo das agoes do NET, EMT e COMT que
capturam e inativam s catecolaminas circulantes, sendo que e a importancia relativa de cada etapa varia
conforme o composto em questdo. A NE liberada ¢ prontamente recapturada pelo NET, ao passo que a

epinefrina depende mais do EMT (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; KOPIN et al., 1998;
SMEETS; GONZALEZ, 2000).
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As catecolaminas possuem uma acgdo endogena nos receptores adrenérgicos (a1 e 2, e 1,2 ¢
3), tendo respostas diferentes para cada receptor e tecido. As fungdes fisioldgicas das catecolaminas sdo
intermediados por receptores acoplados a proteina G (GPCR), que controlam a sinalizagdo do efetor, ou

seja, o segundo mensageiro (AHLQUIST, 1948; BLACK, 1976; BYLUND et al., 1994; HIEBLE;
BONDINELL; RUFFOLO, 1995; SMEETS; GONZALEZ, 2000).

1.2 DOPAMINA

A DA foi sintetizada pela primeira vez em 1910. Por volta de 1930, ela foi identificada como
um composto intermedidrio na producdo de epinefrina e NE. No entanto, acreditava-se que a DA era
mais do que apenas esse intermediario na biossintese dessas catecolaminas. Apenas no comeco da
década de 50 que a DA foi encontrada armazenada em tecidos, indicando a possibilidade de possuir uma
funcao de sinalizacdo propria. Ao fim da década, Carlsson e Montagu encontraram estoques de DA no
cérebro. Posteriormente, Hornykiewicz constatou uma falta de DA no cérebro comprometida pela
doenca de Parkinson, estimulando o interesse na fung¢do da dopamina em disturbios e doencas

neurologicos. (CARLSSON, 1959; COSTA; SCHOENBAUM, 2022; HORNYKIEWICZ, 1958).

A dopamina (DA) esta estreitamente associada @ melanina, um pigmento sintetizado a partir de
uma reacdo oxidativa da DA, L-DOPA ou tirosina. A melanina esta presente na pele e na cuticula,
atribuindo a substancia negra o seu nome caracteristico devido a sua coloragdo escura. Ambas a L-
DOPA e a DA sao rapidamente oxidadas por processos ndo enzimaticos, resultando na formacao de
espécies reativas de oxigénio citotoxicas e quinonas. Essas quinonas da L-DOPA e da DA estabelecem
adutos com a alfa-sinucleina, o componente principal dos corpos de Lewy no Parkinson. A DA ¢ um

composto polar, apresentando dificuldade para atravessar a barreira hematoenceféalica (COSTA;

SCHOENBAUM, 2022; HORNYKIEWICZ, 1962; ZENG et al., 2007).

A DA ¢ sintetizada por uma via biossintética semelhante a da 5-HT. A tirosina e a fenilalanina
sd0 os aminoacidos precursores da DA. Na maioria dos mamiferos, a enzima fenilalanina hidroxilase
converte a fenilalanina em tirosina. A diminui¢do nos niveis desta enzima resulta em um aumento na
concentracdo de fenilalanina, gerando a fenilcetonuria. Para evitar comprometimento intelectual, a

fenilcetonuria deve ser controlada por meio de restrigdes na dieta (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011;
CARLSSON, 1959; COSTA; SCHOENBAUM, 2022).

O cérebro consegue captar a tirosina com facilidade. Entretanto, diferentemente do triptofano,
a quantidade da tirosina no cérebro costuma estar saturada. A transformagdo da tirosina em L-DOPA
(3,4 dihidroxifenilalanina) pela tirosina hidroxilase representa a etapa limitante na produgdo da
dopamina. A tirosina hidroxilase ¢ uma enzima multifuncional que depende de ferro e de um cofator

biopterina; sua agdo é controlada por fosforilagio e pela inibi¢do pelo produto final. (COSTA;

SCHOENBAUM, 2022; SIBLEY; MONSMA, 1992; ZENG et al., 2007).
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Quatro isoformas da tirosina hidroxilase sdo descritas em humanos, o que difere de muitos
primatas ndo humanos (duas) e dos ratos (apenas uma). Ainda ndo se sabe se as diferentes isoformas
apresentam fungdes diferentes. Assim que formado, o L-DOPA ¢ convertido em dopamina por
intermédio da enzima AADC, também responsavel pela conversdo de L-5-hidroxitriptofano em 5-HT
(CARLSSON, 1959; COSTA; SCHOENBAUM, 2022; HORNYKIEWICZ, 2002; ZENG et al., 2007).

No sistema nervoso central (SNC) e na periferia, a AADC apresenta uma atividade elevada,
dificultando a medigao facil dos niveis basais de L-DOPA. A L-DOPA, diferentemente da DA, atravessa
facilmente a barreira hematoencefalica, sendo entdo transformada em DA, justificando a eficacia da L-
DOPA no tratamento do Parkinson. As vias cerebrais onde a DA esta mais presente incluem a projegao
conecta a substancia negra e o neoestriado e a proje¢do que comunica a regiao tegmental ventral com as

estruturas limbares, especialmente o cortex limbico (COSTA; SCHOENBAUM, 2022). A eficacia

terapéutica da levodopa, um medicamento antiparkinsoniano, esta vinculada a primeira area, enquanto
se acredita que a eficacia terapéutica dos medicamentos antipsicoticos esteja ligada a segunda. Além
disso, os neuronios dopaminérgicos no hipotalamo ventral exercem uma fun¢ao crucial na regulagao da
hipofise (HORNYKIEWICZ, 1962, 2006).

Cinco subtipos de receptores de DA sdo descritos, sendo que todos sdo metabotropicos, ou seja,
exercem suas agdes por meio de segundos mensageiros e ndo diretamente na abertura de canais i6nicos.
Esses receptores de DA se divididem em duas subfamilias: os subtipos de receptores tipo D1 (DIR e
D5R), acoplados a Gs, ativando a adenilil ciclase e a subfamilia tipo D2 (D2R, D3R e D4R) acoplada a
Gi, inibindo a adenilil ciclase (MISSALE et al., 1998). Em geral, a DA exerce uma agcdo moduladora e
pode ter efeitos tanto inibitorios quanto excitatorios sobre os neurénios do SNC, dependendo do receptor
especifico ativado e do contexto neural. Essa acdo foi mais detalhadamente descrita nos neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra, nos quais a ativagdo do receptor D2 induz a abertura dos canais de

potassio por meio da proteina de acoplamento Gi (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).

1.3 6-NITRODOPAMINA

A primeira indicagdo de produgdo enddgena de nitrocatecolamina surgiu ao observar que os
niveis de noradrenalina detectados por microdialise do nucleo paraventricular hipotaldmico de ratos
diminuiam ap6s a perfusao do tecido com uma solugao contendo 6xido nitrico (NO) (SHINTANI et al.,
1996). Empregando 6-nitronoradrenalina sintetizada por meio da insuflacdo de NO em uma solugdo
contendo cloridrato de noradrenalina como referéncia, extratos de cérebro suino foram submetidos a
analise por cromatografia de alta pressao acoplada a detecc@o eletroquimica. Foi identificado um pico
com tempo de retengdo idéntico ao padrdo, sendo caracterizado como 6-nitronoradrenalina por meio de
espectrometria UV, espectrometria de massa (MS) e espectroscopia de RMN (SHINTANI et al., 1996).
Usando a mesma metodologia, a presenga de 6-nitronoradrenalina foi identificada em extratos de

cérebro de ratos. As quantidades de 6-nitronoradrenalina foram significativamente reduzidas
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(aproximadamente 60-70%), mas ndo totalmente eliminadas, em extratos de cérebro de ratos
previamente tratados com o inibidor da sintese de NO, L-NAME (SHINTANI et al., 1996). Utilizando
a reacdo de catecolaminas com nitrito de s6dio para gerar 6-nitronoradrenalina, 6-nitroadrenalina e 6-
nitrodopamina (PALUMBO et al., 1999a), a presenca de 6-nitronoradrenalina e 6-nitroadrenalina em
extratos de cérebro de rato foi quantificada por HPLC (TSUNODA et al., 2007). O transporte de
noradrenalina em sinaptossomas de ratos € inibido por 6-nitronoradrenalina (6-NN) (SHINTANI et al.,
1996). e a administracdo intratecal de 6-NN induz analgesia devido a liberagdo de noradrenalina
(CHIARI et al., 2000). Essas observacdes indicam que as nitrocatecolaminas podem atuar como
mediadores neuronais no sistema nervoso central.

A liberagdo basal de 6-nitrodopamina (6-ND), medida por espectroscopia de massa em tandem por
eletropulverizagao positiva para HPLC (HPLC-MS/MS), foi identificada em diversos tecidos vasculares
in vitro: artéria e veia umbilical humanas (BRITTO-JUNIOR et al., 2021a), artéria e veia poplitea
humanas (DE OLIVEIRA et al., 2023), aorta de Chelonoidis carbonaria (CAMPOS et al., 2021), aorta
de Pantherophis guttatus (LIMA et al., 2022b) e artéria e aorta pulmonar obtidas do sagui Callitrix spp
(BRITTO-JUNIOR et al., 2023a). Além dos tecidos vasculares, a liberagdo basal de 6-ND foi observada
em atrio direito isolado de rato (BRITTO—JUNIOR et al., 2022b), atrios e ventriculos direitos isolados
de camundongo (BRITTO—JUNIOR et al., 2023c¢), atrios e ventriculos isolados de coelho (JUNIOR et
al., 2023), ducto deferente isolado de rato (BRITTO-JUNIOR et al., 2021b) e ducto deferente isolado
humano (BRITTO-JUNIOR et al., 2022¢).

Recentemente, Britto-Junior et al estudaram o papel da 6ND em canais deferentes de ratos e as
suas interagdes com diversos compostos que atuam no sistema nervoso auténomo (BRITTO-JUNIOR
et al., 2021b). Utilizando cromatografia liquida de massa (LC-MS-MS) liberagdes basais de 6-ND e
noradrenalina foram detectadas nos canais deferentes isolados dos ratos. Interessantemente, a liberagao
de 6-ND foi reduzida pela incubagdo de tecido com L-NAME e dos canais deferentes obtidos de ratos
tratados com L-NAME. SCH-23390, um antagonista de receptor D1 de dopamina, causou desvios para
a esquerda nas curvas concentragdo-resposta para 6ND sem afetar as contracdes dos canais isolados dos
ratos induzidas por dopamina ou estimulo elétrico. Haloperidol, PG-01037 e sonepiprazol, antagonistas
de receptores de dopamina, causaram desvios significativos para a direita nas curvas concentragao-
resposta & dopamina, mas nao tiveram efeito nas contragdes induzidas por 6ND ou estimulo elétrico. Os
compostos ftriciclicos desipramina, clomipramina, amitriptilina, ciclobenzaprina e carbamazepina
induziram desvios para a direita na curva concentrag@o-resposta da 6ND, mas nao reduziram as respostas
contrateis de noradrenalina, dopamina e adrenalina. Eles também reduziram as contragdes dos ductos
isolados induzidas por corrente elétrica no controle, mas ndo em tecidos obtidos de animais tratados
com L-NAME. Maprotilina, oxcarbazepina, paroxetina e cetanserina ndo tiveram efeito nas contragdes
induzidas por 6ND ou estimulo elétrico. Assim, eles foram capazes de demonstrar que a 6ND modula a
contratilidade dos ductos deferentes isolados de ratos, € a desipramina, a clomipramina, a amitriptilina,

a ciclobenzaprina e a carbamazepina atuam como antagonistas seletivos do receptor 6ND nos ductos
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deferentes de ratos (BRITTO—JUNIOR et al.,, 2021b). Em outro estudo, eles demonstraram que os
antagonistas dos receptores al, B1 e B1/2 adrenérgicos atuam como antagonistas dos receptores de 6ND
no ducto deferente isolado de rato, abrindo a possibilidade de que muitas agdes anteriormente atribuidas
a noradrenalina possam ser devidas ao antagonismo 6-ND (BRITTO-JUNIOR et al., 2022a; LIMA et
al., 2022a).

Ap6s a demonstragdo da presencga e importancia da 6ND nos canais deferentes de ratos, o grupo
acima conduziu estudos in vitro em canais deferentes de humanos (BRITTO-JUNIOR et al., 2022c). A
liberagdo in vitro de 6-ND, dopamina, noradrenalina e adrenalina dos canais deferentes humanos foi
avaliada por LC-MS-MS. O efeito contratil das catecolaminas nos canais deferentes também foi
investigado. A influéncia dos antidepressivos triciclicos foi examinada na atividade espasmogénica
induzida por catecolaminas e estimulacdo elétrica. Apds o tecido ser incubado com L-NAME, a
liberag@o de catecolaminas e a resposta contratil ao estimulo elétrico foram avaliadas. Os resultados
indicaram que a 6ND ¢ a principal catecolamina liberada pelos canais deferentes humanos, e sua
sintese/liberacao € inibida pela supressao do NO. A atividade espasmogénica provocada por corrente
elétrica no ducto deferente humano foi bloqueada por antidepressivos triciclicos apenas em
concentragdes que antagonizavam seletivamente as contragdes induzidas pela 6ND, sem afetar a
atividade espasmogénica induzida por dopamina, noradrenalina e adrenalina neste tecido. A incubacdo
dos canais deferentes com L-NAME reduziu tanto a liberagcdo de 6ND quanto as contragdes induzidas
pelo estimulo elétrico (BRITTO-JUNIOR et al., 2022¢). Por meio desse estudo, eles foram capazes de
demonstrar que a 6ND deve ser considerado um importante modulador enddgeno da contratilidade do
ducto deferente humano e possivelmente desempenha um papel fundamental no processo de emissao da
ejaculagdo. A fim de complementar o estudo acima, Britto-Junior ef al. demonstraram efeitos que os
bloqueadores alfa-1 atuam como antagonistas das contragdes induzidas pela 6ND nos canais deferentes

isolados de humanos (BRITTO-JUNIOR et al., 2023b).

1.4 OXIDO NITRICO

Em 1980, Furchgott e Zawadzki evidenciaram que o relaxamento vascular provocado pela
acetilcolina dependia da existéncia do endotélio. Eles destacaram que esse fendmeno era mediado por
um fator humoral instavel, futuramente identificado como fator de relaxamento dependente do endotélio
(EDRF) (CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Ao longo dos anos 80,
demonstrou-se que esse EDRF era muito semelhante ao 6xido nitrico (NO). Mas, apenas em 1992 que
o NO foi plenamente reconhecido como essa molécula (KOSHLAND, 1992).

O NO pode atuar como oxidante ou como redutor a depender do meio no qual se encontra e

pode reagir facilmente com oxigénio, produzindo nitrito e nitrato (ARCHER, 1993; KIECHLE;
MALINSKI, 1993). A molécula de 6xido nitrico (NO) apresenta um dos menores pesos moleculares

entre os produtos de secre¢do celular de mamiferos. Ela apresenta uma meia-vida curta e pouca



22

especificidade em suas reagdes (NATHAN, 1992). Trata-se de um composto com potencial citotoxico
e vasodilatador que participa na modulacao de reagdes inflamatérias ou anti-inflamatérias, conforme o
tipo celular e o estimulo apresentado (ADAMS, 1996; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).

A estrutura molecular do NO possui um elétron ndo pareado capaz de reagir facilmente com
radicais superoxido, oxigénio ou metais de transicdo, como cobalto, fero e manganés ou cobre
(KIECHLE; MALINSKI, 1993). O NO apresenta uma elevada afinidade com o grupo heme, encontrado
em diversas proteinas intracelulares (cicloxigenase, guanilato ciclase e NOS) e também consegue se
ligar a grupos -SH, produzindo tiol (WENNMALM, 1994); ¢ um gés estavel e incolor, moderadamente
soluvel em agua e apresenta uma meia-vida que varia de 3 a 60 segundos, podendo durar por mais tempo
a depender da concentra¢do de O-2- ¢ O2 do ambiente (DAVIES; FULTON; HAGEN, 2005; FARRELL;
BLAKE, 1996b; KIECHLE; MALINSKI, 1993; KUO; SCHROEDER, 1995; LOWENSTEIN; SNYDER,
1992; LYONS, 1995; STAMLER; SINGEL; LOSCALZO, 1992).

O NO ¢ sintetizado principalmente a partir da arginina. Dentro das células endoteliais dos vasos,
a L-arginina, quando ha oxigénio molecular, produz NO e L-citrulina por meio de uma reagao catalisada
pela 6xido nitrico-sintase (NOS) (KUO; SCHROEDER, 1995). O 6xido nitrico transpassa o endotélio
em direcdo a musculatura lisa vascular, ativando de maneira direta a enzima guanilato ciclase soluvel,
promovendo o aumento intracelular de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina). Esse processo leva
ao relaxamento do musculo liso ao redor dos vasos, gerando vasodilatacdo (CONGER, 1994). Essa
interagdo da guanilil ciclase soluvel com o NO provoca muitos efeitos fisiologicos e patofisiologicos
(CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]).

O NO participa de varios processos biologicos, como relaxamento vascular, citotoxicidade
mediada por macrofagos, relaxamento do corpo cavernoso peniano humano, adesdo e agregacdo
plaquetaria, depressao sinaptica a longo prazo, potencializagdo da transmissdo sinaptica a longo prazo,
regulagdo da pressdo sanguinea basal, preven¢@o de piloro espasmo em estenose pilorica hipertrofica
infantil e microcirculagdo medular e glomerular. A atuagdo do NO foi descrita no cerebelo, endotélio,
nervos nao adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC), neutrofilos, macrofagos, células epiteliais

pulmonares, rins, miocardio e mucosa gastrintestinal (GIBALDI, 1993; KIECHLE; MALINSKI, 1993;
LOSCALZO, 2001; M.D. BARRACHINA; J. PANES; J.V. ESPLUGUES, 2001; SHAPIRA; KADAR;
WEISSMAN, 1994). O NO também pode desempenhar um papel na vasodilatagdo associada a
angiogénese, tanto fisiologica quanto patologica, como observado em casos de tumores (ZICHE;

MORBIDELLI, 2000).

1.5 OXIDO NiTRICO SINTASE
O NO ¢ formado pela acdo da enzima 6xido nitrico-sintase (NOS). Na literatura, sdo descritas

trés isoformas dessa enzima, sendo duas constitutivas (¢cNOS) e uma induzida (iNOS) (KIECHLE;
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MALINSKI, 1993; WONG; MARSDEN, 1996). Essa enzima se encontra no citosol e precisa de
cofatores como o tetrahidrobiopterina (BH4), o heme, a flavina adenina dinucleotideo (FAD), a flavina
mononucleotideo (FMN) e o NADPH (FARRELL; BLAKE, 1996a). A ¢cNOS basal é estimulada pelo

aumento na concentra¢do celular de calcio em decorréncia da ativagdo de receptores presentes na
superficie da célula e dos mecanismos de transducdo do sinal (ADAMS, 1996). A administracao de
glicocorticoides ndo afeta sua sintese (DAVIES; FULTON; HAGEN, 1995). Por outro lado, a iNOS
requer uma concentragdo de calcio muito baixa para ativacdo, mas a sintese de mRNA ¢ indispensavel

para sua atividade (CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]).

A isoforma I ou 6xido nitrico-sintase neuronal (nNOS) representa uma NOS constitutiva e esta
localizada em células epiteliais, neurénios, SN periférico, SNC, sistema NANC, medula adrenal, macula
densa do rim, musculo esquelético, células b pancreatica, 6rgdo sexual masculino e outros
(CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]). A nNOS apresenta grande importancia fisiologica, uma vez que ela
participa de diversas sinapses no SNC; contribui para a regula¢do central da pressdo arterial, o

relaxamento do musculo liso e a vasodilatagdo através dos nervos periféricos. (CERQUEIRA; YOSHIDA,

[s.d.]).
A isoforma I, ou 6xido nitrico-sintase induzida (iNOS), ¢ uma NOS que ¢ induzida por citocinas
e lipopolissacarideos e esta presente tanto no endotélio quanto na musculatura lisa vascular

(CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]). Uma vez ativada, ela gera uma quantidade significativa de NO, que

exerce uma fungdo citostatica, além de causar fragmentacao de DNA.

A isoforma III, também conhecida como 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS), constitui uma
forma constitutiva de NOS que gera NO dentro do endotélio vascular em condi¢des basais. No entanto,
a forga de cisalhamento gerada pelo fluxo sanguineo pode aumentar sua produgdo (CERQUEIRA;
YOSHIDA, [s.d.]). O NO liberado na luz dos vasos sanguineos promove inibi¢do da adesdo e agregagio
plaquetaria além de inibir a adesdo leucocitaria no endotélio vascular. Ele inibe a mitogénesese, a sintese
de DNA e a proliferagdo de células musculares lisas vasculares e, também ajuda no controle da
contratilidade cardiaca e pressdo arterial (F ORSTERMANN et al., 1994; MURRELL et al., 1996).

A sintese de NO também pode ocorrer de forma independente da NOS. Os ions nitrito e nitrato
podem atuar como um reservatorio de NO, além de serem produtos do metabolismo do NO (CHEN;
PITTMAN; POPEL, 2008). Enzimas como hemoglobina, mioglobina, xantina oxidoredutase, citocromo
P450 redutase, podem catalisar a redug@o de nitrito ou nitrato para gerar NO (ZHAO; VANHOUTTE;
LEUNG, 2015). As peroxidases sdo enzimas contendo ferro que podem catalisar reagdes de oxidagdo
de um e dois elétrons de pequenas moléculas anidnicas como doadoras de elétrons, como haletos,
tiocianato e nitrito, com o peroxido de hidrogénio (ARNHOLD et al., 2006). O nitrito (NO2-) é um
anion simétrico e, portanto, pode sofrer oxidagao ou redugdo, gerando didxido de nitrogénio (*NO2) ou

oxido nitrico, respectivamente.
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1.6 CANAL DEFERENTE

O canal (ou ducto) deferente ¢ um tubo muscular de parede espessa cuja fungdo € transportar os
espermatozoides do epididimo para a uretra. O canal deferente se origina na cauda do epididimo, sobe
ao longo da borda postero-medial do testiculo, passa pelo canal inguinal para entrar no abdomen e se
estende em direcdo a prostata. A porc¢do final do canal deferente recebe um ducto curto da vesicula
seminal e continua como ducto ejaculatorio através da prostata para terminar na uretra prostatica
(DIXON; JEN; GOSLING, 1998).

A parede do canal deferente ¢ composta por um epitélio colunar pseudoestratificado, que se
assemelha muito ao do epididimo, uma camada muscular ¢ uma adventicia. As células epiteliais
colunares altas possuem microvilosidades longas (estereocilios) que se estendem para o limen, enquanto
uma camada descontinua de células basais arredondadas repousa sobre uma lamina basal (DIXON; JEN;
GOSLING, 1998). Pelo menos trés tipos diferentes de células colunares foram identificados no
microscopio eletronico: células principais, células lapis e células ricas em mitocondrias (HOFFER,
1976). Os linfocitos ocorrem frequentemente entre as células epiteliais. A morfologia das células
principais predominantes sugere que elas estdo ativamente envolvidas na sintese de proteinas e
glicoproteinas e ndo formam apenas um conduto passivo (DIXON; JEN; GOSLING, 1998).

No adulto, o ducto deferente possui uma camada muscular de 1 a 1,5 mm de espessura, formada por
células musculares lisas dispostas em uma camada circular delimitada por camadas longitudinais interna
e externa (DIXON; JEN; GOSLING, 1998). Durante a ejaculagdo, fortes contragdes musculares
impulsionam os espermatozoides ao longo do canal deferente em dire¢@o a uretra. Uma camada de tecido
conjuntivo frouxo (a adventicia) envolve a camada muscular do canal deferente e contém numerosos
feixes nervosos e grandes vasos sanguineos (DIXON; JEN; GOSLING, 1998).

Acredita-se que o sistema nervoso adrenérgico desempenhe um papel modulador importante na

contratilidade do ducto deferente (BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2010). As fibras pré-ganglionares

simpaticas originam-se dos segmentos da medula lombar (T10 - L2), descem para a pelve através dos
nervos hipogastricos e fazem sinapses em numerosos ganglios pélvicos localizados no plexo pélvico.
As fibras parassimpaticas pré-ganglionares, transportadas pelos nervos esplancnicos pélvicos, se
originam na medula sacral (S2, 3 e 4) e também fazem sinapses com os ganglios pélvicos. Os ganglios
pélvicos contém neurdnios simpaticos e parassimpaticos que inervam os canais deferentes, a prostata, a
vesicula seminal, a bexiga urinaria, os ureteres, o pénis ¢ o reto (DIXON; JEN; GOSLING, 1998;
HUKOVIC, 1997).

A inervacdo noradrenérgica do ducto deferente humano é de grande importancia no transporte e
saida do sémen. A rica inervagao noradrenérgica nao apenas para os canais deferentes, mas também para
todos os outros orgdos genitais masculinos surge dos chamados “neurdnios adrenérgicos curtos”

situados nos ganglios pélvicos (OWMAN; SJOSTRAND, 1965). Usando um método de tiocolina para

demonstrar acetilcolinesterase (AChE), fibras nervosas positivas para a AChE foram relatadas dentro
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da camada muscular do canal deferente humano (ALM, 1982; MCCONNELL; BENSON; WOOD,
1982; SHIRAIL; SASAKI; RIKIMARU, 1973).

Nos ultimos anos, o NO foi identificado como um neurotransmissor no sistema nervoso central e
periférico (BREDT; SNYDER, 1992; RAND, 1992). Os nervos imunorreativos para a NOS foram
relatados nos canais deferentes humanos neonatais, alguns dos quais contém tirosina hidroxilase
colocalizados (DIXON; JEN, 1995; JEN et al., 1996). A presen¢a de nervos nitrérgicos nos canais
deferentes de ratos ¢ controversa, uma vez que foi detectada por imuno-histoquimica (CECCATELLI
et al., 1994), mas os homogenatos de canais deferentes de ratos ndo apresentaram atividade de NO
sintase (MITCHELL et al., 1991). De maneira intrigante, canais deferentes obtidos de ratos jovens ndo
exibiram imunorreatividade para NOS, ao passo que em tecidos provenientes de animais mais velhos,
as fibras nervosas imunorreativas para NOS eram abundantes (VENTURA; BURNSTOCK, 1996). Por
meio de imuno-histoquimica, Brock e colaboradores demonstraram a presenca de tirosina hidroxilase e
oxido nitrico sintase nos canais deferentes de camundongos (BROCK; HANDELSMAN; KEAST,
2007).
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2. JUSTIFICATIVA / HIPOTESE

Conforme demonstrado por estudos anteriores, a presenca de NO € essencial para a sintese de
6ND (BRITTO-JUNIOR et al., 2022a, 2023a, 2023c; CAMPOS et al., 2021). A NOS ¢ a enzima
encarregada da sintese do 6xido nitrico (NO). Trés isoformas de NOS sao identificadas, incluindo duas
constitutivas (cNOS) e uma induzida (iNOS) (KIECHLE; MALINSKI, 1993; WONG; MARSDEN,
1996).

A existéncia dessas diferentes isoformas de NOS levanta a duvida de qual delas ¢ a mais
envolvida na sintese de NO e, por consequéncia, da 6ND no ducto deferente dos camundongos. Na
investigacdo das cadmaras cardiacas de camundongos, observou-se que a liberagdo basal de 6-ND ¢
notavelmente reduzida em camundongos eNOS-/-, enquanto ndo apresenta essa reducdo em
camundongos nNOS-/- ou iNOS-/-. Isso sugere a importincia da eNOS na sintese de 6-ND nessas
camaras cardiacas. (BRITTO-JUNIOR et al., 2023c). Para elucidar essa questio, examinamos a
liberagdo basal de 6-ND em camundongos controle, eNOS-/-, nNOS-/- ¢ iNOS-/-, a fim de determinar
qual isoforma da NOS desempenha um papel crucial na biossintese de 6-ND no ducto deferente de

camundongos.
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3. OBJETIVO

O objetivo do estudo consite em determinar qual isoforma da NOS ¢é a mais envolvida na sintese

da 6-ND nos canais deferentes de camundongos.
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4. MATERIAL E METODOS
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6-Nitrodopamine (6-ND) is released from rat and human vas deferens and is considered a major mediator of both
tissues contractility. The contractions induced by 6-ND are selectively blocked by both tricyclic antidepressants
and «o;-adrenoceptor antagonists. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) is the major isoform responsible for 6-

5zmdm_:‘une ND release in mouse isolated heart, however the origin of 6-ND in the vas deferens is unknown. Here it was
Adrenaline investigated by LC-MS/MS the basal release of 6-ND from isolated vas deferens obtained from control, eNOS™~,
Catecholamine nNOS ™", and iNOS ™/~ mice. In addition, it was evaluated in vitro vas deferens contractility following electric

field stimulation (EFS).

Basal release of 6-ND was significantly reduced in nNOS ™/~ mice compared to control mice, but not decreased
when the vas deferens were obtained from either eNOS™~ or iNOS™~ mice. Pre-incubation of the vas deferens
with tetrodotoxin (1 pM) significantly reduced the basal release of 6-ND from control, eNOS™~, and iNOS™/~
mice but had no effect on the basal release of 6-ND from nNOS™/~ mice. EFS-induced frequency-dependent
contractions of the vas deferens, which were significantly reduced when the tissues obtained from control,
eNOS ™/~ and iNOS™/~ mice, were pre-incubated with .-NAME, but unaltered when the vas deferens was ob-
tained from nNOS ™~ mice. In addition, the EFS-induced contractions were significantly smaller when the vas
deferens were obtained from nNOS™/~ mice.

The results clearly demonstrate that nNOS is the main NO isoform responsible for 6-ND release in mouse vas
deferens and reinforces the concept of 6-ND as a major modulator of vas deferens contractility.

1. Introduction homogenates did not present NO synthase activity [4]. Interestingly, vas
deferens obtained from immature rats present no immunoreactivity for
NOS, whereas in tissue obtained from aged animals, the

NOS-immunoreactive nerve fibers were abundant [5].

The adrenergic nervous system is believed to play a major modula-
tory role in the vas deferens contractility [1]. A majority of the adren-

ergic fibers in the vas deferens originate from the hypogastric nerve
trunk, with an association with some cholinergic fibers [2]. The pres-
ence of nitrergic nerves in the rat vas deferens is controversial, since it
was detected by immunohistochemistry [3] but rat vas deferens

In various vessels and tissues, such as human umbilical cord vessels
[6], isolated aortae from the tortoise Chelonoidis carbonarius [7] and
from the snake Panterophis guttatus [8], and isolated thoracic aorta and
pulmonary artery from the marmoset Callithrix spp [9], there is a basal

* Corresponding author. University of Campinas (Unicamp), Faculty of Medical Sciences, Department of Pharmacology, Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126 -

Cidade Universitaria, 13083-887, Campinas, Sao Paulo, Brazil.
E-mail address: josebrittojr@dac.unicamp.br (J. Britto-Jdnior).
1 JBJ and SGNS contributed equally to this work.

https://doi.org/10.1016/j.ni0x.2023.12.002

Received 1 November 2023; Received in revised form 8 December 2023; Accepted 10 December 2023

Available online 12 December 2023
1089-8603/© 2024 Elsevier Inc. All rights reserved.



J. Britto-Junior et al.

release of 6-nitrodopamine (6-ND) which was virtually abolished by
endothelium removal. In addition, mouse isolated atria and ventricles
present basal release 6-ND, which is significantly reduced in eNOS /",
but not in nNOS ™/~ or iNOS ™/~ mice, indicating the relevance of eNOS
for the synthesis of 6-ND by heart chambers [10].

Both rat vas deferens [11] and human vas deferens [12] also present
basal release 6-ND. This release was significantly reduced when the vas
deferens was pre-incubated with the NOS inhibitor L-NAME, or in the
case of the rat, when the vas deferens was obtained from rats chronically
treated with L-NAME. 6-ND is considered a major mediator in both rat
and human vas deferens contractility, and the contractions induced by
6-ND in these tissues are selectively blocked by tricyclic antidepressants
[11,12], ay-adrenoceptor antagonists [13,14] and p;-adrenoceptor an-
tagonists [15]. Since the origin of 6-ND is not clear in the vas deferens,
here it was investigated the basal release of 6-ND from control,
eNOS /", nNOS ™/~ and iNOS /" mice to ascertain which NOS isoform
(s) play(s) an essential role in 6-ND biosynthesis in the mouse vas
deferens.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Experiments were conducted in adult (10-to-15-week age) male
control mice (C57BL/6J), iNOS/~ (C57BL/6 129P2-Nos2™L/J),
eNOS /" (C57BL/6 129P2-Nos3™!U™ /J) and nNOS /= (C57BL/6) mice.
The control, iNOS ™~ and eNOS ™/~ mice were obtained from the Jack-
son Laboratory (Maine, EUA), and the breeding colony established in the
UNICAMP animal house (CEMIB-UNICAMP; Sao Paulo, Brazil). The
nNOS /" mice founders were provided by Dawson’s lab from Johns
Hopkins University Medical School (MD, USA) and the breeding colony
being established onto a C57BL/6J background by S. Chiavegatto at the
Institute of Tropical Medicine from University of Sao Paulo Medical
School, Sao Paulo (IMT-FMUSP, Brazil).

All experimental protocols were approved by the Ethics Committee
for Animal Use of the UNICAMP (CEUA; Protocol No. 5959-1,/2022,
6087-1/2022 and 6067-1/2022) following the Brazilian Guidelines for
the Production, Maintenance and Use of Animals for Teaching or
Research from the National Council of Control in Animal Experimen-
tation (CONCEA) [16] as well as by the ARRIVE guidelines [17]. Ani-
mals were maintained at a controlled room temperature (22-24 °C) and
light cycle (12h) with food and water allowed ad libitum.

2.2. Isolation of vas deferens from mice

Euthanasia was conducted using an overdose of isoflurane. The an-
imals were exposed to a concentration exceeding 5 % until breathing
ceased, approximately 1 min later. Subsequently, exsanguination was
performed. After euthanasia, both vasa deferentia from each mouse
were extracted and immediately placed in Krebs-Henseleit's solution
(KHS). For electric field stimulation (EFS) experiments, each vas defer-
ens was surgically dissected. A strip of the tissue was vertically mounted
in a glass chamber tissue bath containing 10 mL KHS. This was done
using a fine sewing thread, with one end attached through a loop to a
metal hook and the other end tied to an isometric force transducer. The
KHS was continuously gassed (95 % Oa: 5 % CO2) and maintained at
37 °C using a Heated Circulator (PolyScience, Illinois, USA).

2.3. Basal release of 6-ND from mouse isolated vas deferens

Isolated vas deference from two animals (total of 4 vasa) were sus-
pended separately in a 3-mL organ bath containing KHS and ascorbic
acid (3 mM) continuously gassed with a mixture 95 % O2: 5 % CO- at
37 °C for 30 min. The vas deferens strips were incubated in the absence
and presence of the voltage-gated sodium channel blocker tetrodotoxin
(TTX, 1 pM). An aliquot of 2 mL of the supernatant was transferred to
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black Eppendorf tubes and stored at —20 °C until analysis. The deter-
mination of 6-ND was done by tandem mass spectrometry (LC-MS/MS)
as previously described [7]. The results are expressed as x/y, where x
represents the number of animals employed and y the number of sam-
ples analyzed by LC-MS/MS.

2.4. Deter of catech
spectrometry (LC-MS/MS)

in KHS by tandem mass

The method employed for 6-ND quantification [7] was modified to
allow the measurement of the four catecholamines (6-nitrodopamine,
dopamine, noradrenaline, and adrenaline) in a single chromatographic
run. In another analysis, the levels of 6-nitrodopa, 6-cyanodopamine and
6-nitroadrenaline were quantified also in a single chromatographic run
[18]. The mobile phase perfused a LC ADVp Liquid Chromatography
Shimadzu System (Shimadzu Corp., Kyoto, JP) coupled to a Shimadzu
8060 Triple Quadrupole Mass Spectrometer operating in ESP + mode at
350 pL/min. The dissolved residues were injected by a SIL-30 A C
autoinjector, at 8 °C. The transitions monitored by electrospray multiple
reaction monitoring (MRM), injection volume, run-time, limit of quan-
titation and method validation following USFDA guidelines for bio-
analytical methods (FDA) [19] were described elsewhere.

2.5. Effect of electric-field stimulation (EFS) on the mouse isolated vas
deferens

Briefy, strips of the mouse vas deferens were subjected to EFS using a
Grass S88 stimulator (Astro-Medical, Industrial Park, RI, USA). The
parameters for the EFS were set at 60 V for 20 s, ranging from 2 to 16 Hz
in square-wave pulses, with a pulse width of 0.3 ms and a delay of 0.1
ms. The tissues were equilibrated under a resting tension of 10 mN, and
the isometric tension was recorded using a PowerLab system (ADIn-
struments, Sydney, Australia). After a 45-min stabilization period, the
tissue’s viability was assessed by contracting the strips with a single
concentration of potassium chloride (KCl, 80 mM).

2.6. Chemical and reagents

Tetrodotoxin (TTX) was obtained from Cayman Chemicals (Michi-
gan, USA). 6-nitrodopamine, 6-nitrodopamine-d, and 6-nitroadrena-
line, were acquired from Toronto Research Chemicals (Ontario, CA).
Dopamine-ds hydrochloride, pL-noradrenaline-ds hydrochloride and
adrenaline-dg hydrochloride were acquired from CDN Isotopes (Quebec,
CA). 6-Nitrodopa and 6-cyanodopamine were synthesized at Rhodes
College [20]. Strata™-X 33 mm Polymeric Reversed SPE cartridges were
bought from Phenomenex (California, USA) and GIST-HP C;g columns
were obtained from Shimadzu (Duisburg, Germany). Calcium chloride
(CaCly), dextrose, magnesium sulfate (MgSO,), potassium chloride
(KCD), sodium bicarbonate (NaHCO3), potassium phosphate monobasic
(KH,PO,) and sodium chloride (NaCl), were bought from Merck KGaA
(Hesse, Germany). Acetonitrile and methanol were obtained from J.T.
Baker (Phillipsburg, NJ, USA) and formic acid from Mallinckrodt (St
Louis, Missouri, USA). The composition of the KHS was in mM: NaCl
118, KCl 4.7, CaCl, 2.5, MgSO4 1.2, NaHCO; 25, KH,PO, 1.2 and
dextrose 5.6.

2.7. Data analysis

The data are presented as the mean + standard error of the mean
from n experiments. Values of EFS were expressed in mN. Student’s two-
tail unpaired t-test was employed to assess the differences between
groups. A p-value of less than 0.05 was considered statistically
significant.
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3. Results
3.1. Basal release of catecholamines in vas deferens

Isolated vas deferens from control (Fig. 1A-F), nNOS /" (Fig. 1A and
B), eNOS (Fig. 1C and D), and iNOS /" (Fig. 1E and F) mice present
basal release of both 6-ND and dopamine, as detected by LC-MS/MS. In
nNOS /" mice, the basal release of 6-ND from isolated vas deferens was
significantly reduced (Fig. 1A), whereas the basal dopamine levels were
significantly increased in nNOS /" mice (Fig. 1B) when compared to
control group. The basal release of both 6-ND (Fig. 1C) and dopamine
(Fig. 1D) from eNOS /" mice in vas deferens was not different compared
to control group. The basal release of 6-ND was significantly increased in
vas deferens of iNOS ™/~ compared to control mice (Fig. 1E), whereas
that of dopamine was unaltered (Fig. 1F). The isolated vas deferens
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obtained from control mice also presented basal release of noradrenaline
and adrenaline, which were not significantly altered in preparations
from nNOS /~, eNOS /" or iNOS /"~ mice (Table 1). Levels of 6-Nitro-
dopa, 6-cyanodopamine and 6-nitroadrenaline were below the limit of
quantitation (0.1 ng/mL) in all samples. The values for dry and wet
weight of the vas deferens are described in Supplementary Table S01.

3.2. Effect of tetrodotoxin (TTX) on the basal release of 6-ND and
dopamine

Incubation (30 min) of isolated vas deferens from control mice with
TTX (1 pM) caused a significant reduction in the basal release of 6-ND
(Fig. 2A), and virtually abolished the basal release of dopamine
(Fig. 2B). In contrast, in nNOS /" mice, incubation (30 min) of vas
deferens with TTX (1 pM) did not alter the basal release of 6-ND
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Fig. 1. Basal release of 6-nitrodopamine (6-ND) and dopamine (DA) from vas deferens obtained from control, eNOS™/~, nNOS™/~, and iNOS ™/~ mice. Release of 6-
ND (Panels A, C and E) and DA (Panels B, D and F) was detected in Krebs-Henseleit's solution (KHS) by LC-MS/MS. The limit of quantification (LOQ) was 0.1 ng/mL.

The number of vas deferens (n) is expressed as x/y, where x represents the number of animals and y the number of samples analyzed by LC-MS/MS. Data are shown as

mean + SEM and represent the value obtained from two pairs of vas deferens obtained from two mice.
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Table 1
Basal release of noradrenaline and adrenaline from vas deferens obtained from
control, eNOS™/~, nNOS /", and iNOS™~ mice.

Noradrenaline (ng/ p-valve Adrenaline (ng/ pvalue n
mL) mL)

Control 0.41 = 0.30 0.26 = 0.12 12/
6

nNos™ 0.61 = 0.30 0.3214 0.33 £ 0.11 0.3359 12/
- 6

Control 0.20 = 0.08 0.59 = 0.35 10/
5

eNOs™ 0.19 = 0.10 0.4944  0.43 £ 0.35 0.1121 10/
- 5

Control 0.35 = 0.07 0.67 = 0.19 14/
7

iNOS—/~ 0.32 = 0.09 0.3951 0.42 = 0.36 0.2064 14/
7

LOQ - limit of quantitation (0.1 ng/mL). Data are shown as mean + SEM and
represent the value obtained from two pairs of vas deferens obtained from two
mice.

(Fig. 2C), but significantly reduced the basal release of dopamine
(Fig. 2D). In eNOS ™/~ mice, incubation (30 min) of vas deferens with
TTX (1 pM) virtually abolished the basal release of 6-ND (Fig. 2E) and
significantly decreased the basal release of dopamine (Fig. 2F). Incu-
bation (30 min) of vas deferens of iNOS /" mice with TTX (1 pM) pro-
voked significant reductions in the basal release of 6-ND (Fig. 2G) and
virtually abolished the release of dopamine (Fig. 2H).

3.3. Effect of L-NAME on the electric-field stimulation (EFS) induced
contractions

Electric-field stimulation (EFS) induced frequency-dependent (2-32
Hz) contractions of the mouse isolated vas deferens (Fig. 3A-D). In vas
deferens obtained from control mice, pre-incubation (30 min) of the L-
NAME (100 pM) caused a significant reduction in the contractions
induced by EFS (Fig. 3A). In contrast, in vas deferens obtained from
nNOS /" mice, pre-incubation (30 min) with .-NAME (100 pM) did not
alter the EFS-induced contractions of the vas deferens (Fig. 3B). In vas
deferens obtained from eNOS /"~ mice, pre-incubation (30 min) with L-
NAME (100 pM) caused a significant reduction in the contractions
induced by EFS (Fig. 3C). In vas deferens obtained from iNOS /" mice,
incubation (30 min) with .-NAME (100 pM) caused a significant
reduction in the contractions induced by EFS (Fig. 3D).

3.4. Effect of electric-field stimulation (EFS) on the mouse isolated vas
deferens

Electric-field stimulation (EFS) induced frequency-dependent (2-32
Hz) contractions of the mouse isolated vas deferens (Fig. 4A-C). The
contractions induced by EFS were significantly decreased in vas deferens
obtained from nNOS /" mice (Fig. 4A). However, the contractions
remained unchanged in isolated vas deferens obtained from either
eNOS /"~ (Fig. 4B) or iNOS /" (Fig. 4C) mice.

4. Discussion

The rat vas deferens preparation has been employed as a bioassay to
study the physiology and pharmacology of the sympathetic neuro-
transmission [21], since from a practical view, the tissue contractility is
believed to be due mainly to noradrenaline and ATP acting as the main
sympathetic co-transmitters [1]. However, this concept should be
reassessed.

Similar to that observed in rat [11] and human [12] isolated vas
deferens, 6-ND is the major catecholamine released from mouse isolated
vas deferens. In contrast to rat isolated atria and ventricles, where
eNOS-derived 6-ND plays an essential role [10], the isoform responsible
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for 6-ND release from mouse vas deferens is the nNOS since 6-ND release
was only decreased in nNOS /" mice. Interestingly, the EFS-induced
contractions were only reduced in the vas deferens obtained from
nNOS /" mice. Another supporting evidence for the pivotal role of this
NOS isoform is the finding that pre-incubation of vas deferens with the
sodium channel blocker tetrodotoxin caused significant reductions in
the basal release of 6-ND from control, eNOS /", and iNOS /" mice, but
failed to affect that of nNOS /" mice. However, in contrast to the clas-
sical catecholamines dopamine, noradrenaline, and adrenaline, it is
unlikely that 6-ND is stored in nerve terminals. This concept is supported
by the finding that an increase of dopamine release in vas deferens from
nNOS /" mice parallels the decreased 6-ND levels. Indeed, in human
isolated vas deferens, pre-treatment of the tissue with L-NAME decreases
the 6-ND basal release with a concomitant similar increase in dopamine
release [12]. A proposed biosynthetic pathway for 6-ND is depicted in
Fig. 5.

6-Nitrodopamine has been proposed as a major modulator of both rat
[11] and human vas deferens [12]. The results obtained with the con-
tractions induced by EFS in the mouse vas deferens further support this
novel concept, since the EFS-induced vas deferens contractions were
only reduced in tissue obtained from nNOS ™/~ mice. The reduced con-
tractions in nNOS /" mice could be a consequence of the reduced 6-ND
levels in vas deferens of these animals. It is not clear whether the
reduced vas deferens contractility affects the ejaculatory process as the
seminal vesicles [22]. nNOS ™/~ mice are fertile [23] and the mating test
in these animals are not significantly different from control mice [24];
however, this is believed to be due to higher eNOS expression in the
endothelium of penile vasculature and sinusoidal endothelium within
the corpora cavernosa of nNOS /" mice. Evaluation on whether seminal
vesicles release 6-ND and its possible origin should provide further in-
side in the physiology of the ejaculatory process.

Although the neurotoxicity of 6-hydroxy-dopamine (6-OH dopa-
mine) is reasonably established [25,26], that of 6-ND is unclear. For
instance, the relative neurotoxicity of 6-ND versus that of 6-OH dopa-
mine, when stereotaxic injected at low dose into the substantia nigra of
laboratory rats, demonstrated that 6-ND was less toxic than 6-OH
dopamine and other dopamine metabolites [27].

Another interesting observation was that although nNOS was pivotal
for the 6-ND release, vas deferens from nNOS /" mice still presented
some basal release of 6-ND and exhibited residual EFS-induced con-
tractions. This apparent NOS independent biosynthetic pathway for 6-
ND has been observed in vascular tissues treated with L-NAME and
atria and ventricles obtained from eNOS /~ mice [10] as well as in brain
extracts from L-NAME-treated rats [28]. One possible pathway for
nitrosation of dopamine, independent of NOS activity, would be
reduction of endogenous nitrite/nitrate, since these ions are not only the
products of metabolism of NO, but they can also act as reservoir [29].
Enzymes such as hemoglobin, myoglobin, xanthine oxidoreductase and
cytochrome P450 reductase can catalyze the reduction of nitrite or ni-
trate to generate NO [30]. Peroxidases are iron-containing enzymes that
can catalyze one- and two-electron oxidation reactions of small anionic
molecules as electron donors, such as halides, thiocyanate and nitrite,
with the hydrogen peroxide [31]. Nitrite (NO,) is a symmetrical anion
and therefore can undergo either oxidation or reduction, generating
nitrogen dioxide ("NO,) or nitric oxide, respectively. Use of a triple
knockout mice for NOS [32] should clarify whether this alternative
pathway really exists.

5. Conclusion
The results clearly demonstrate that nNOS is the main NO isoform

responsible for 6-ND release in mouse vas deferens and reinforces the
concept of 6-ND as a major modulator of vas deferens contractility.
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Fig. 2. Effect of tetrodotoxin (TTX, 1 pM) on the basal release of 6-nitrodopamine (6-ND) and dopamine (DA) from control, eNOS ™, nNOS /", and iNOS™/~ mice
isolated vas deferens. 6-ND (Panels A, C, E and G) and dopamine (Panels B, D, F and H) were detected in Krebs-Henseleit's solution (KHS) by LC-MS/MS. The limit of
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analyzed by LC-MS/MS. Data are shown as mean + SEM and represent the value obtained from two pairs of vas deferens obtained from two mice.

33



J. Britto-Junior et al.

Control
A
25q@ Control (n=6)
O L-NAME 100 uM (= 6) °
5207 *
E ®x
c 154
S
8
104
- o*
3
] I ﬁ
o @ ‘ 8
T T T T T
2Hz 4 Hz 8Hz 16 Hz 32hZ
[ eNOS™-
25-@ Control (n=8)
O L-NAME 100 ;M (n= 8)
= 20 *
z L
E *
2 g
£ 104 *
* g
i i i g
J bg B8
T T T T T
2Hz 4 Hz 8 Hz 16 Hz 32hZ

Nitric Oxide 143 (2024) 1-8

nNOS™-
B
25-@ Control (n= 4)
O L-NAME 100 uM (n= 4)

EZO-
E
c 154
S
S
£ 104
c
o
S ] . ﬁ

- e&® a % I

2 I"iz 4 ;'Iz 8 ;'Iz 16‘Hz 32’}\2
D iNOS™-
25 @ Control (n=8)
O L-NAME 100 uM (n=8) d

520
3 .
15 *
K]
.g :

104
€ o *
3

) B8

o &® ‘ S

T T T T T
2Hz 4Hz 8Hz  16Hz  32hZ

Fig. 3. Effect of .-NAME on the electric-field stimulation (EFS, 2-32 Hz) induced contraction in control, eNOS™/~, nNOS ™~ and iNOS™/~ mice.

EFS-induced frequency-dependent contractions of the mouse isolated vas deferens. Pre-incubation (30 min) with .-NAME (100 pM) caused significant reductions in
the contractions induced by EFS in control (Panel A), eNOS™/~ (Panel C), and iNOS~/~ (Panel D) mouse isolated vas deferens. Pre-incubation (30 min) with L-NAME
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6. DISCUSSAO

Assim como observado em ratos e em humanos, este estudo demonstrou que a principal
catecolamina liberada pelos ductos deferentes isolados de camundongos ¢ a 6ND (BRITTO-JUNIOR et
al., 2021b, 2022c). Tal achado nos leva a questionar qual o verdadeiro papel da transmissdo adrenérgica

nesse processo.

Os resultados deste estudo mostraram que a liberagdo basal de 6ND reduziu apenas nos
camundongos nNOS-. Tal achado sugere que a nNOS ¢ a isoforma da NOS responsavel pela sintese da
6ND nos canais deferentes isolados de camundongos, diferentemente do encontrado nos atrio e
ventriculo de ratos, onde a eNOS se mostrou a isoforma mais importante para essa sintese (BRITTO-
JUNIOR et al., 2023¢c). Avaliando-se a contratilidade induzida por estimulo elétrico (EFS), percebe-se
que apenas os ductos deferentes isolados de camundongos nNOS- apresentaram reducdo na sua forga
contratil, o que reforca a importancia dessa isoforma neste 6rgdo. Tendo em vista esses dados, podemos
pressupor que a 6ND ¢ essencial para a contragdo dos ductos deferentes de camundongos pois a sua
liberagdo foi reduzida nos animais nNOS- e, esses mesmos animais apresentaram redugdo na
contratilidade induzida por estimulo elétrico. Tal fato estd em concordincia com o que ja foi
demonstrado para os canais deferentes de ratos ¢ humanos (BRITTO-JUNIOR et al., 2021b, 2022¢). A
pré incubacao dos canais deferentes com tetrodotoxina, um bloqueador neuronal, provocou reducao na
liberag@o de 6ND nos animais eNOS- e iNOS-, mas ndo interferiu no quantificado nos animais nNOS-.
Esse fato reforca o papel da nNOS na liberagdo de 6ND nos canais deferentes de camundongos pois nos
animais nNOS- nao havia como reduzir a liberagdo de 6ND uma vez que a auséncia da nNOS por si s6
ja provocava essa reducdo, ao contrario do que aconteceu com os demais camundongos que

apresentavam a nNOS ativa.

Um achado interessante foi a deteccdo de um aumento na quantidade basal de dopamina liberada
dos canais deferentes isolados dos camundongos nNOS-, em contraste com a queda da 6ND nesses
animais. Este fato nos permite pressupor que a 6ND ndo ¢ estocada nos terminais nervosos como
acontece com as catecolaminas classicas. Provavelmente, a 6ND ¢ formada na fenda sinaptica a partir
de uma reacdo entre a dopamina liberada por fibras adrenérgicas e o NO liberado de terminais

nitrérgicos.

Apesar da contratilidade dos canais deferentes isolados de camundongos nNOS- ter reduzido,
ndo estd claro se a contratilidade reduzida desse 6rgdo afeta o processo ejaculatorio (FORBES;
FLANNIGAN; PADUCH, 2018). Camundongos nNOS- sdo férteis e o acasalamento nesses animais ¢
muito semelhante ao de animais controle (BURNETT et al., 1996; HUANG et al., 1993). Acredita-se
que a auséncia da nNOS ¢é compensada por um aumento da expressao da eNOS no endotélio sinusoidal

dentro do corpo cavernoso e no endotélio da vasculatura peniana. A fim de se compreender melhor o
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processo ejaculatorio seria interessante estudar se a 6ND ¢ liberada pelas vesiculas seminais e qual a sua

origem neste 0rgao.

Ao contrario do que ja se sabe a respeito da neurotoxicidade da 6-hidroxi-dopamina (6-OH

dopamina), a neurotoxicidade da 6ND ndo estd bem estabelecida (KOSTRZEWA; JACOBOWITZ, 1974,
SACHS; JONSSON, 1975). Palumbo e colegas demonstraram, por meio da injegdo de 6ND e 6-OH

dopamina na substancia nigra de ratos de laboratorio, que a 6ND era menos toxica que 6-OH dopamina

e outros metabolitos da dopamina (PALUMBO et al., 1999b).

Interessantemente, apesar do papel essencial da nNOS para a liberagdo de 6ND, os canais
deferentes de camundongos nNOS- ainda apresentavam alguma liberagdo basal de 6-ND e exibiam
contracdes residuais induzidas pelo estimulo elétrico. Tal fato nos leva a crer que haja uma via
alternativa para a sintese de 6ND independente da NOS. Tecidos vasculares tratados com L-NAME,
assim como atrios e ventriculos de camundongos eNOS-/-, e extratos cerebrais de ratos tratados com L-
NAME, também demonstraram liberagdo basal de 6ND (BRITTO—JUNIOR et al., 2023¢; SHINTANI
et al., 1996). Uma possibilidade para a nitrosacdo da dopamina de forma independente da NOS seria por
meio do NO advindo da redug@o no nitrita/nitrato endoégeno. Esses ions ndo sdo apenas produtos do
metabolismo do NO, mas também podem funcionar como reservatorio de NO (CHEN; PITTMAN;
POPEL, 2008). A redug@o de nitrito ou nitrato para a geracdo de NO pode ser catalisada por diversas
enzimas como a hemoglobina, mioglobina, xantina oxidoredutase e citocromo P450 (ZHAO;
VANHOUTTE; LEUNG, 2015). As peroxidases sdo enzimas que contém ferro e tém a capacidade de
catalisar reacdes de oxidagdo de uma e duas unidades elétricas em pequenas moléculas anidnicas, como
doadoras de elétrons, como haletos, tiocianato e nitrito, utilizando peréxido de hidrogénio (ARNHOLD
et al., 2006). O nitrito (NO—2) ¢ um anion simétrico, e, por conseguinte, pode ser oxidado ou reduzido,
resultando em didéxido de nitrogénio (*NO2) ou o6xido nitrico, respectivamente. A utilizacdo de
camundongos knockout triplo para NOS deve fornecer esclarecimentos quanto a existéncia real dessa

via alternativa (TSUTSUI et al., 2015).
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7. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstram o papel fundamental da 6ND como moduladora da
contratilidade dos canais deferentes isolados de camundongos e que a principal isoforma da NOS

responsavel pela sintese dessa nitrocatecolamina ¢ a nNOS.
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9. ANEXO

a¥

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CARTA DE SOLICITAGAO - INCLUSAO DE NOVO(S) MEMBRO(S)
EXECUTOR(ES)

A CEUA/UNICAMP,

Eu, Gilberto De Nucci, pesquisador responsavel pelo protocolo CEUA/UNICAMP
de numero:

6087-1/2022, Avaliagdo da agado farmacologica in vitro de receptores
nitrodopamina em camundongos knowkout eNos,

6067-1/2022, Avaliagdo da agdo farmacologica in vitro de receptores
nitrodopamina em camundongos knowkout iNos,

5959-1/2022, Avaliagdo da agdo farmacologica in vitro de receptores
nitrodopamina em camundongos knowkout nNos,

5746-1/2021, Avaliagdo da agao fisiolégica in vivo e in vitro de receptores alfa-
adrenergicos em ratos Wistar,

5831-1/2021 , Avaliagdo da agao fisiologica e farmacologica in vivo e in vitro de
receptores nitrodopamina em ratos Wistar tratado com L-NAME cronicamente,
cujo(s) executor(es) sao Prof.Dr .Gilberto De Nucci e José Britto Junior, solicito
a CEUA/UNICAMP a inclusdo de novo(s) membro(s) executor(es), Samuel
Goulart Nacacio e Silva, RA 118659 e Lincoln Rangel de Medeiros Teixeira,
RA 219199

Justificativa para a inclusao dos novos membros executores:

O Projeto acima faz parte dos seu projeto de pesquisa de mestrado de ambos

os alunos

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521 — 6359
Rua Monteiro Lobato, 80 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil
https://www.ib unicamp br/comissoes/ceua_principal



CEUA/Unicamp

Declaro que nao houve/havera qualquer alteragao em relagdo ao tipo de animais
utilizados, namero total, grupos e procedimentos experimentais originalmente
enviados e aprovados pela CEUA/UNICAMP.

.

Pesquisador Responsavel

Informacgao importante:

e Ofs) certificado(s) de realiza¢cdo de curso de manipulacdo animal e legislagdo do(s) novo(s) executor(es) deve(m)
ser encaminhado(s) juntamente com esta solicitagéo.

CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521 — 6359
Rua Monteiro Lobato, 80 E-mail: comisib@unicamp.br

13083-970 Campinas, SP — Brasil
https://www.ib. unicamp br/comissoes/ceua_principal
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CERTIFICADO CEUA n° 55/2022
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uNICAMB
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CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Avaliacao da acao farmacologica in vitro de

receptores nitrodopamina em camundongos knowkout nNos, registrada com o n°
5959-1/2022, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Gilberto De Nucci e JOSE BRITTO JUNIOR,

ANTONIO TIAGO SILVA LIMA, Felipe Fernandes Jacintho, AMANDA CONSULIN AMORIM,

que envolve a producdo, manutengéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacédo

Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reunido de 21/03/2022.

Finalidade:

() Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto:

01/04/2022 a 01/04/2025

Vigéncia da autorizagdo para
manipulagdo animal:

21/03/2022 a 01/04/2025

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6

No. de animais: 6
Idade/Peso: 12.00 Semanas / 30.00 Gramas
Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 30.00 Gramas
Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / C57BL/6
No. de animais: 6

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 30.00 Gramas
Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 30.00 Gramas
Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / C57BL/6
No. de animais: 6

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 30.00 Gramas
Sexo: 6 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo heterogénico / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.briverifica
Informar cédigo COBD195B A5A34C40 85B57D2B B18D752B
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Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo heterogénico / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo heterogénico / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 30.00 Gramas

Sexo:

6 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6

No. de animais:

6

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 30.00 Gramas
Sexo: 6 Machos
Origem: Instituto de Medicina Tropical- BIOTERIO DE

EXPERIMENTACAO

Biotério onde serdo mantidos os
animais:

Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP

A aprovacéao pela CEUA/UNICAMP néo dispensa autorizagéo a junto ao IBAMA SISBIO
ou CIBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da

Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 28 de marco de 2022.

Prof. Dr. Wagner José Favaro
Presidente

Rosangela dos Santos
Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de ativi

aeste p ité 30 dias apos o encerramento de sua vigéncia. O

formulirio encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAME. area d

novos protocolos sejam submetidos.

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.briverifica
Informar cédigo COBD195B A5A34C40 85B57D2B B18D752B

ponsavel. A ndo api ao de relatério no prazo estabelecido impedira que
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Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO, PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP, em
01/04/2022, as 09:27 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA CEUA/UNICAMP,
em 31/03/2022, as 10:05 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugao GR 54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "‘
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: S ,4
C0BD195B A5A34C40 85B57D2B B18D752B .
-
UNICAMP

SIGAD
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CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Avaliacao da agao farmacologica in vitro de receptores
nitrodopamina em camundongos knockout eNos, registrada com o n° 6067-1/2022, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Gilberto De Nucci e José Britto Junior, Anténio Tiago Silva Lima
que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com
os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em reunido de 15/08/2022.

Finalidade: () Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 04/08/2022 a 01/07/2027

Vigéncia da autorizacao para manipulacao 15/08/2022 a 01/07/2027

animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J
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No. de animais:

INTRANET 1B
12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/)

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / B6.129P2-
Nos3tm1Unc/J

No. de animais:

12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas
Origem: CEMIB

Biotério onde serao mantidos os animais:

Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP

A aprovacédo pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao a junto ao IBAMA,SISBIO ou
ClBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade

Estadual de Campinas.

Campinas, 03 de agosto de 2022.

Prof. Dr. Wagner José Favaro

Presidente

Rosangela dos Santos
Secretéria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias ap6s o encerramento de sua vigéncia. O formulario

encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, érea do

protocolos sejam submetidos.

L e T T S0 oot pre

&0 de relatério no prazo estabelecido impedira que novos
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Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA DA
CEUA/UNICAMP, em 03/08/2022, as 18:28 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR
54/2017.

Documento assinado eletronicamente por CiNTHIA BAU BETIM CAZARIN, VICE-PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP,
em 04/08/2022, as 09:03 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "'
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: S ,4
32C85B04 69F547E7 82B619F9 AD1A8FB6 - v
&)
UNICAMP
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CERTIFICADO CEUA n° 260/2022
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CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Avaliacao da agcao farmacologica in vitro de receptores
nitrodopamina em camundongos knockout iNos, registrada com o n°® 6087-1/2022, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Gilberto De Nucci e José Britto Junior, Anténio Tiago Silva Lima
que envolve a produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com
os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido
aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em reunido de 19/09/2022.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 21/09/2022 a 21/09/2026

Vigéncia da autorizacdo para manipulaciao 19/09/2022 a 21/09/2026

animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais: 12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo: 6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar codigo 44D82B56 10BE496A 8DD48572 S5FA45F 52
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No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raga:

Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso:

12.00 Semanas / 12.00 Gramas

Sexo:

6 Machos 6 Fémeas

Espécie / linhagem/ raca:

Camundongo Knockout / C57BL/6 inos
Ko/JUnib

No. de animais:

12

Idade/Peso: 12.00 Semanas / 12.00 Gramas
Sexo: 6 Machos 6 Fémeas
Origem: CEMIB

Biotério onde serao mantidos os animais:

Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagdo a junto ao IBAMA,SISBIO ou
CIBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade

Estadual de Campinas.

Campinas, 29 de setembro de 2022.

Prof. Dr. Wagner José Favaro

Presidente

Rosangela dos Santos
Secretéria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua vigéncia. O formulario

encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, érea do

protocolos sejam submetidos.

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
Informar codigo 44D82B56 10BE496A 8DD48572 S5FA45F 52

a0 de relatério no prazo estabelecido impedira que novos
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Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO, PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP, em
30/09/2022, as 07:39 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA DA
CEUA/UNICAMP, em 29/09/2022, as 13:49 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR
54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "'
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: S ,4
44D82B56 10BE496A 8DD48572 5FA45F52 - v
&)
UNICAMP

SIGAD
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Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP

Certificamos que SAMUEL GOULART NACacCIO E SILVA concluiu o curso
"Legislacao e procedimentos para utilizacao de animais de laboratério"” oferecido, de
forma on line, pelo Instituto de Biologia da UNICAMP e pela Comissao de Etica no Uso
de Animais de Laboratério - CEUA/UNICAMP e com carga hordria de 30 horas.

Este certificado tem validade de 05 (cinco) anos a partir da data de emissao.

Campinas, 02 novembro 2023.

- A
,2,4».'\ ¥ i\,;‘)-’— A
Profa’ Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud

Coordenadora da CEUA/U NICAMP



