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                                                                                            RESUMO 

As catecolaminas são compostos orgânicos que possuem em sua estrutura um grupo catecol 

(3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a um grupo de amina. As catecolaminas são presentes 

no sistema nervoso simpático periférico, na medula adrenal, e são distribuídas em várias regiões do 

sistema nervoso central. Dopamina, norepinefrina e epinefrina são as principais catecolaminas, 

formando uma classe de neurotransmissores químicos e hormonais. 

A primeira indicação de produção endógena de nitrocatecolamina surgiu ao observar que os 

níveis de noradrenalina detectados por microdiálise do núcleo paraventricular hipotalâmico de ratos 

diminuíam após a perfusão do tecido com uma solução contendo óxido nítrico (NO). A liberação basal 

de 6-nitrodopamina (6-ND), medida por espectroscopia de massa em tandem por eletropulverização 

positiva para HPLC (HPLC-MS/MS), foi identificada em diversos tecidos vasculares in vitro: artéria e 

veia umbilical humanas, artéria e veia poplítea humanas, aorta de Chelonoidis carbonaria, aorta de 

Pantherophis guttatus e artéria e aorta pulmonar obtidas do sagui Callitrix spp. Além dos tecidos 

vasculares, a liberação basal de 6-ND foi observada em átrio direito isolado de rato, átrios e ventrículos 

direitos isolados de camundongo, átrios e ventrículos isolados de coelho, ducto deferente isolado de rato 

e ducto deferente isolado humano. 

A 6-ND liberada pelos canais deferentes de ratos e humanos é considerada um importante 

mediador da contratilidade de ambos os tecidos. Antidepressivos tricíclicos e antagonistas de receptores 

α1-adrenérgicos bloqueiam as contrações provocadas pela 6ND de maneira seletiva.  

A molécula de óxido nítrico (NO) apresenta um dos menores pesos moleculares entre os 

produtos de secreção celular de mamíferos. O NO apresenta uma meia-vida curta e pouca especificidade 

em suas reações. A presença do NO é importante para a síntese das nitrocatecolaminas, inclusiva a 6-

ND. A síntese do óxido nítrico é atribuída principalmente à enzima óxido nítrico-sintase (NOS).  

Existem três 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 dinucleotídeo (FAD), a flavina mononucleotídeo 

(FMN) e o NADPH. A cNOS basal é estimulada pelo aumento na concentração celular de cálcio em 

decorrência da ativação de receptores na superfície celular e dos mecanismos de transdução de sinal. A 

administração de glicocorticoides não afeta sua síntese. Por outro lado, a iNOS requer uma concentração 

de cálcio muito baixa para ativação, mas a síntese de mRNA da iNOS é indispensável para sua atividade. 

A existência dessas diferentes isoformas de NOS levanta a dúvida de qual delas é a mais 

envolvida na síntese de NO e, por consequência, da 6ND no ducto deferente dos camundongos.  

Na investigação das câmaras cardíacas de camundongos, observou-se que a liberação basal de 6-ND é 

notavelmente reduzida em camundongos eNOS-/-, enquanto não apresenta essa redução em 

camundongos nNOS-/- ou iNOS-/-. Isso sugere a importância da eNOS na síntese de 6-ND nessas 

câmaras cardíacas. Para elucidar essa questão, examinamos a liberação basal de 6-ND em camundongos 
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controle, eNOS-/-, nNOS-/- e iNOS-/-, a fim de determinar qual isoforma da NOS desempenha um papel 

crucial na biossíntese de 6-ND no ducto deferente de camundongos. 

Ductos isolados de dois animais de cada grupo foram suspensos em um banho de órgão com 3 

mL de KHS e ácido ascórbico (3 mM) gaseificado continuamente com uma mistura (95% O2 / 5% CO2) 

a 37 ºC por 30 min. Os ductos deferentes foram incubados na ausência e presença da tetrodotoxina 

(TTX, 1 μM) e 2 mL do sobrenadante foram enviados para análise. O procedimento utilizado para a 

quantificação da 6-nitrodopamina foi adaptado para possibilitar a mensuração das quatro catecolaminas 

(6-nitrodopamina, dopamina, noradrenalina e adrenalina) em uma única análise cromatográfica. Em 

uma abordagem adicional, os níveis de 6-nitrodopa, 6-cianodopamina e 6-nitroadrenalina foram 

igualmente quantificados em uma única execução cromatográfica. 

Uma segunda etapa da pesquisa, envolveu o estudo da contratilidade in vitro dos canais 

deferentes após estimulação por campo elétrico (EFS) antes a após incubação com L-NAME. Para tanto, 

os ductos eram preparados separadamente em um banho de órgão específico e, após um período de 

estabilização, os estímulos elétricos eram aplicados e a tensão isométrica exercida pelos ductos 

deferentes era registrada pelo o sistema PowerLab. 

A liberação basal de 6-ND mostrou-se significativamente reduzida em camundongos nNOS-/- 

em comparação com os camundongos controle, porém não houve diminuição quando os canais 

deferentes foram obtidos de camundongos eNOS-/- ou iNOS-/- . A pré-incubação dos canais deferentes 

com tetrodotoxina (1 μM) resultou em uma redução significativa da liberação basal de 6-ND em 

camundongos controle, eNOS-/- e iNOS-/- , mas não apresentou efeito na liberação basal de 6-ND em 

camundongos nNOS-/- .O estímulo elétrico induziu contrações dependentes da frequência aplicada. 

Interessantemente os animais nNOS-/- mostraram uma redução significativa da força de contração a 

partir de 4Hz de energia aplicada, enquanto os animais controle, iNOS-/- e eNOS-/- mostraram a mesma 

capacidade contrátil em todas as frequências aplicadas. A pré incubação com L-NAME gerou redução 

na capacidade contrátil dos camundongos controle, iNOS-/- e eNOS-/-, mas não alterou a força gerada 

pelos camundongos nNOS-/-, a qual já estava reduzida. 

 Os resultados deixam claro de maneira clara que a isoforma nNOS desempenha o papel principal 

na liberação de óxido nítrico (NO) no ducto deferente de camundongos, reafirmando assim a 

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

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

Espectrometria de massa em tandem.  
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                                                                                 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 α1-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 
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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% O2 / 5% CO2) at 37 ºC for 

30 min. The vas deferens were incubated in the absence and presence of tetrodotoxin (TTX, 1 μM) 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. INTRODUÇÃO 
 

1.1 CATECOLAMINAS 

As catecolaminas são compostos orgânicos que possuem em sua estrutura um grupo catecol 

(3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a um grupo de amina. As catecolaminas são presentes 

no sistema nervoso simpático periférico, na medula adrenal e são distribuídas por diversas regiões do 

sistema nervoso central. (ALEXOPOULOS, 2021). 

As principais catecolaminas são a dopamina, norepinefrina e epinefrina, constituindo uma classe 

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

desempenham um papel na regulação de processos fisiológicos e contribuem para o desenvolvimento 

de condições neurológicas, psiquiátricas, endócrinas e cardiovasculares (BROOKS, 2001; 

NONOGAKI, 2000)  

As catecolaminas são produzidas a partir da tirosina. A primeira etapa envolve a hidroxilação 

da tirosina para formar L-3,4-diidroxifenilalanina (L-DOPA), uma reação catalisada pela enzima 

tirosina hidroxilase. Após a sua formação, o L-DOPA é descarboxilado para dopamina (DA) pela L-

aminoácido aromático descarboxilase (AADC). Uma vez sintetizada, a DA pode ser convertida em 

norepinefrina (NE) por ação da enzima dopamina-beta-hidroxilase (DA-β-hidroxilase). A NE, por sua 

vez, pode ser transformada em epinefrina em neurônios que contenham a enzima feniletanolamina-N-

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

1991).  

A maior parte da epinefrina presente nas terminações nervosas ou células cromafins está 

armazenada em vesículas e, em situações normais, apenas uma pequena porção está na forma livre no 

citoplasma. O transportador vesicular de monoaminas (VMAT) é responsável por manter a concentração 

nas vesículas. O VMAT, diferentemente do transportador de aminas encarregado pela captação de NE 

nas terminações nervosas, faz uso do gradiente transvesicular de prótons como força motriz 

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

Uma vez liberada na fenda sináptica, o efeito da NE acaba, principalmente, pela sua captura nas 

terminações nervosas noradrenérgicas. A epinefrina e a NE circulantes são degradadas enzimaticamente. 

As principais enzimas que metabolizam as catecolaminas se localizam no espaço intracelular; por esse 

motivo, elas precisam ser captadas pelas células para que ocorra sua degradação metabólica (GILSBACH; 

HEIN, 2012; MOLINOFF; AXELROD, 1971; RICHTER, 1937).  

A recaptura neuronal da NE é mediada pelo transportador de norepinefrina (NET) localizado na 

membrana celular. Esse transportador funciona como co-transportador de Cl−, Na+ e a amina 

correspondente, aproveitando o gradiente de sódio como a força motora. Uma vez no compartimento 

celular, uma parte da NE é armazenado dentro de vesículas por meio da ação do VMAT. A aquisição 

pós-sináptica de noradrenalina é conduzida pelo transportador extraneuronal de monoaminas (EMT), 
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que compõem um grupo de transportadores de cátions orgânicos extensa e amplamente distribuídos 

(EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; KOPIN et al., 1998). 

O NET apresenta alta seletividade para noradrenalina, demonstrando elevada afinidade com 

uma velocidade de captação relativamente baixa. Este transportador desempenha um papel crucial na 

preservação 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 

comparação com o NET. (RICHTER, 1937).  

As catecolaminas exógenas e endógenas são 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 mitocôndrias, mais precisamente em suas membranas 

externas. Ela está amplamente presente nas terminações nervosas noradrenérgicas, porém se encontra, 

também, em outros tecidos, como fígado e epitélio intestinal (KOPIN et al., 1998; RICHTER, 1937). 

A MAO transforma catecolaminas em seus aldeídos correspondentes, os quais são prontamente 

degradados pela aldeído-desidrogenase em seus ácidos carboxílicos correspondentes (a norepinefrina 

produz o 3,4-di-hidroxifenilglicol) na periferia. Além disso, a MAO oxida outras monoaminas, 

incluindo a serotonina e a dopamina. Dentro dos neurônios simpáticos, a MAO desempenha uma 

importante função na regulação da quantidade de DA e NE  (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 

2004; KOPIN et al., 1998). Uma das vias responsáveis pelo metabolismo da NA é a via redutora. Essa 

via é mediada pela aldeído-redutase (AR) e gera um metabólito menos prevalente, o ácido 3-metoxi-4-

hidroxifenilglicólico (MHPG), o qual é 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 metilação, 

realizada pela catecol-O-metiltransferase (COMT). A COMT adiciona um grupo metila a um dos grupos 

hidroxila do catecol, resultando na formação de um derivado metoxi. Apesar de não ser encontrada nos 

neurônios noradrenérgicos, esta enzima está presente na medula da suprarrenal, assim como em muitos 

outros tecidos do organismo (KOPIN et al., 1998). O resultado da ação sequencial da MAO e da COMT 

é a formação do ácido 3-metoxi-4-hidroxifenilglicol (MHPG). O MHPG é, em parte, ligado a derivados 

sulfato ou glicuronídeo e, em seguida, eliminados na urina. Entretanto, em sua maior parte, o MHPG é 

convertido em VMA (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; KOPIN et al., 1998). 

A MAO e a COMT não são as principais responsáveis pelo fim dos efeitos dos 

neurotransmissores nos tecidos periféricos. A combinação das ações do NET, EMT e COMT que 

capturam e inativam s catecolaminas circulantes, sendo que e a importância relativa de cada etapa varia 

conforme o composto em questão. A NE liberada é prontamente recapturada pelo NET, ao passo que a 

epinefrina depende mais do EMT (EISENHOFER; KOPIN; GOLDSTEIN, 2004; KOPIN et al., 1998; 

SMEETS; GONZÁLEZ, 2000).  
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As catecolaminas possuem uma ação endógena nos receptores adrenérgicos (α 1 e 2, e β 1, 2 e 

3), tendo respostas diferentes para cada receptor e tecido. As funções fisiológicas das catecolaminas são 

intermediados por receptores acoplados a proteína G (GPCR), que controlam a sinalização do efetor, ou 

seja, o segundo mensageiro (AHLQUIST, 1948; BLACK, 1976; BYLUND et al., 1994; HIEBLE; 

BONDINELL; RUFFOLO, 1995; SMEETS; GONZÁLEZ, 2000).  

 

1.2 DOPAMINA 

A DA foi sintetizada pela primeira vez em 1910. Por volta de 1930, ela foi identificada como 

um composto intermediário na produção de epinefrina e NE. No entanto, acreditava-se que a DA era 

mais do que apenas esse intermediário na biossíntese dessas catecolaminas. Apenas no começo da 

década de 50 que a DA foi encontrada armazenada em tecidos, indicando a possibilidade de possuir uma 

função de sinalização própria. Ao fim da década, Carlsson e Montagu encontraram estoques de DA no 

cérebro. Posteriormente, Hornykiewicz constatou uma falta de DA no cérebro comprometida pela 

doença de Parkinson, estimulando o interesse na função da dopamina em distúrbios e doenças 

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

A dopamina (DA) está estreitamente associada à melanina, um pigmento sintetizado a partir de 

uma reação oxidativa da DA, L-DOPA ou tirosina. A melanina está presente na pele e na cutícula, 

atribuindo à substância negra o seu nome característico devido à sua coloração escura. Ambas a L-

DOPA e a DA são rapidamente oxidadas por processos não enzimáticos, resultando na formação de 

espécies reativas de oxigênio citotóxicas e quinonas. Essas quinonas da L-DOPA e da DA estabelecem 

adutos com a alfa-sinucleína, o componente principal dos corpos de Lewy no Parkinson. A DA é um 

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

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

A DA é sintetizada por uma via biossintética semelhante à da 5-HT. A tirosina e a fenilalanina 

são os aminoácidos precursores da DA. Na maioria dos mamíferos, a enzima fenilalanina hidroxilase 

converte a fenilalanina em tirosina. A diminuição nos níveis desta enzima resulta em um aumento na 

concentração de fenilalanina, gerando a fenilcetonúria. Para evitar comprometimento intelectual, a 

fenilcetonúria deve ser controlada por meio de restrições 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 transformação da tirosina em L-DOPA 

(3,4 dihidroxifenilalanina) pela tirosina hidroxilase representa a etapa limitante na produção da 

dopamina. A tirosina hidroxilase é uma enzima multifuncional que depende de ferro e de um cofator 

biopterina; sua ação é controlada por fosforilação e pela inibição pelo produto final. (COSTA; 

SCHOENBAUM, 2022; SIBLEY; MONSMA, 1992; ZENG et al., 2007).  
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Quatro isoformas da tirosina hidroxilase são descritas em humanos, o que difere de muitos 

primatas não humanos (duas) e dos ratos (apenas uma). Ainda não se sabe se as diferentes isoformas 

apresentam funções diferentes. Assim que formado, o L-DOPA é convertido em dopamina por 

intermédio da enzima AADC, também responsável pela conversão 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 medição fácil dos níveis basais de L-DOPA. A L-DOPA, diferentemente da DA, atravessa 

facilmente a barreira hematoencefálica, sendo então transformada em DA, justificando a eficácia da L-

DOPA no tratamento do Parkinson. As vias cerebrais onde a DA está mais presente incluem a projeção 

conecta a substância negra e o neoestriado e a projeção que comunica a região tegmental ventral com as 

estruturas limbares, especialmente o córtex límbico (COSTA; SCHOENBAUM, 2022). A eficácia 

terapêutica da levodopa, um medicamento antiparkinsoniano, está vinculada à primeira área, enquanto 

se acredita que a eficácia terapêutica dos medicamentos antipsicóticos esteja ligada à segunda. Além 

disso, os neurônios dopaminérgicos no hipotálamo ventral exercem uma função crucial na regulação da 

hipófise (HORNYKIEWICZ, 1962, 2006).  

Cinco subtipos de receptores de DA são descritos, sendo que todos são metabotrópicos, ou seja, 

exercem suas ações por meio de segundos mensageiros e não diretamente na abertura de canais iônicos. 

Esses receptores de DA se divididem em duas subfamílias: os subtipos de receptores tipo D1 (D1R e 

D5R), acoplados a Gs, ativando a adenilil ciclase e a subfamília tipo D2 (D2R, D3R e D4R) acoplada a 

Gi, inibindo a adenilil ciclase (MISSALE et al., 1998). Em geral, a DA exerce uma ação moduladora e 

pode ter efeitos tanto inibitórios quanto excitatórios sobre os neurônios do SNC, dependendo do receptor 

específico ativado e do contexto neural. Essa ação foi mais detalhadamente descrita nos neurônios 

dopaminérgicos da substância negra, nos quais a ativação do receptor D2 induz a abertura dos canais de 

potássio por meio da proteína de acoplamento Gi (BEAULIEU; GAINETDINOV, 2011).  

 

1.3 6-NITRODOPAMINA  

A primeira indicação de produção endógena de nitrocatecolamina surgiu ao observar que os 

níveis de noradrenalina detectados por microdiálise do núcleo paraventricular hipotalâmico de ratos 

diminuíam após a perfusão do tecido com uma solução contendo óxido nítrico (NO) (SHINTANI et al., 

1996). Empregando 6-nitronoradrenalina sintetizada por meio da insuflação de NO em uma solução 

contendo cloridrato de noradrenalina como referência, extratos de cérebro suíno foram submetidos à 

análise por cromatografia de alta pressão acoplada à detecção eletroquímica. Foi identificado um pico 

com tempo de retenção idêntico ao padrão, 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 presença 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 não totalmente eliminadas, em extratos de cérebro de ratos 

previamente tratados com o inibidor da síntese de NO, L-NAME (SHINTANI et al., 1996). Utilizando 

a reação de catecolaminas com nitrito de sódio para gerar 6-nitronoradrenalina, 6-nitroadrenalina e 6-

nitrodopamina (PALUMBO et al., 1999a), a presença 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 é inibido por 6-nitronoradrenalina (6-NN) (SHINTANI et al., 

1996). e a administração intratecal de 6-NN induz analgesia devido à liberação de noradrenalina 

(CHIARI et al., 2000). Essas observações indicam que as nitrocatecolaminas podem atuar como 

mediadores neuronais no sistema nervoso central. 

A liberação basal de 6-nitrodopamina (6-ND), medida por espectroscopia de massa em tandem por 

eletropulverização positiva para HPLC (HPLC-MS/MS), foi identificada em diversos tecidos vasculares 

in vitro: artéria e veia umbilical humanas (BRITTO-JÚNIOR et al., 2021a), artéria e veia poplítea 

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-JÚNIOR et al., 2023a). Além dos tecidos vasculares, a liberação basal de 6-ND foi observada 

em átrio direito isolado de rato (BRITTO-JÚNIOR et al., 2022b), átrios e ventrículos direitos isolados 

de camundongo (BRITTO-JÚNIOR et al., 2023c), átrios e ventrículos isolados de coelho (JÚNIOR et 

al., 2023), ducto deferente isolado de rato (BRITTO-JÚNIOR et al., 2021b) e ducto deferente isolado 

humano (BRITTO-JÚNIOR et al., 2022c). 

Recentemente, Britto-Júnior et al estudaram o papel da 6ND em canais deferentes de ratos e as 

suas interações com diversos compostos que atuam no sistema nervoso autônomo (BRITTO-JÚNIOR 

et al., 2021b). Utilizando cromatografia líquida de massa (LC-MS-MS) liberações basais de 6-ND e 

noradrenalina foram detectadas nos canais deferentes isolados dos ratos. Interessantemente, a liberação 

de 6-ND foi reduzida pela incubação 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 concentração-resposta para 6ND sem afetar as contrações dos canais isolados dos 

ratos induzidas por dopamina ou estímulo elétrico. Haloperidol, PG-01037 e sonepiprazol, antagonistas 

de receptores de dopamina, causaram desvios significativos para a direita nas curvas concentração-

resposta à dopamina, mas não tiveram efeito nas contrações induzidas por 6ND ou estímulo elétrico. Os 

compostos tricíclicos desipramina, clomipramina, amitriptilina, ciclobenzaprina e carbamazepina 

induziram desvios para a direita na curva concentração-resposta da 6ND, mas não reduziram as respostas 

contráteis de noradrenalina, dopamina e adrenalina. Eles também reduziram as contrações dos ductos 

isolados induzidas por corrente elétrica no controle, mas não em tecidos obtidos de animais tratados 

com L-NAME. Maprotilina, oxcarbazepina, paroxetina e cetanserina não tiveram efeito nas contrações 

induzidas por 6ND ou estímulo elétrico. Assim, eles foram capazes de demonstrar que a 6ND modula a 

contratilidade dos ductos deferentes isolados de ratos, e 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-JÚNIOR et al., 2021b). Em outro estudo, eles demonstraram que os 

antagonistas dos receptores α1, b1 e b1/2 adrenérgicos atuam como antagonistas dos receptores de 6ND 

no ducto deferente isolado de rato, abrindo a possibilidade de que muitas ações anteriormente atribuídas 

à noradrenalina possam ser devidas ao antagonismo 6-ND (BRITTO-JÚNIOR et al., 2022a; LIMA et 

al., 2022a). 

Após a demonstração da presença e importância da 6ND nos canais deferentes de ratos, o grupo 

acima conduziu estudos in vitro em canais deferentes de humanos (BRITTO-JÚNIOR et al., 2022c).  A 

liberação in vitro de 6-ND, dopamina, noradrenalina e adrenalina dos canais deferentes humanos foi 

avaliada por LC-MS-MS. O efeito contrátil das catecolaminas nos canais deferentes também foi 

investigado. A influência dos antidepressivos tricíclicos foi examinada na atividade espasmogênica 

induzida por catecolaminas e estimulação elétrica. Após o tecido ser incubado com L-NAME, a 

liberação de catecolaminas e a resposta contrátil ao estímulo elétrico foram avaliadas. Os resultados 

indicaram que a 6ND é a principal catecolamina liberada pelos canais deferentes humanos, e sua 

síntese/liberação é inibida pela supressão do NO. A atividade espasmogênica provocada por corrente 

elétrica no ducto deferente humano foi bloqueada por antidepressivos tricíclicos apenas em 

concentrações que antagonizavam seletivamente as contrações induzidas pela 6ND, sem afetar a 

atividade espasmogênica induzida por dopamina, noradrenalina e adrenalina neste tecido. A incubação 

dos canais deferentes com L-NAME reduziu tanto a liberação de 6ND quanto as contrações induzidas 

pelo estímulo elétrico (BRITTO-JÚNIOR et al., 2022c). Por meio desse estudo, eles foram capazes de 

demonstrar que a 6ND deve ser considerado um importante modulador endógeno da contratilidade do 

ducto deferente humano e possivelmente desempenha um papel fundamental no processo de emissão da 

ejaculação. A fim de complementar o estudo acima, Britto-Júnior et al. demonstraram efeitos que os 

bloqueadores alfa-1 atuam como antagonistas das contrações induzidas pela 6ND nos canais deferentes 

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

 

1.4 ÓXIDO NÍTRICO  

 Em 1980, Furchgott e Zawadzki evidenciaram que o relaxamento vascular provocado pela 

acetilcolina dependia da existência do endotélio. Eles destacaram que esse fenômeno era mediado por 

um fator humoral instável, 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 óxido nítrico (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 oxigênio, produzindo nitrito e nitrato (ARCHER, 1993; KIECHLE; 

MALINSKI, 1993). A molécula de óxido nítrico (NO) apresenta um dos menores pesos moleculares 

entre os produtos de secreção celular de mamíferos. Ela apresenta uma meia-vida curta e pouca 
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especificidade em suas reações (NATHAN, 1992). Trata-se de um composto com potencial citotóxico 

e vasodilatador que participa na modulação de reações inflamatórias ou anti-inflamatórias, conforme o 

tipo celular e o estímulo apresentado (ADAMS, 1996; MONCADA; PALMER; HIGGS, 1991).  

A estrutura molecular do NO possuí um elétron não pareado capaz de reagir facilmente com 

radicais superóxido, oxigênio ou metais de transição, como cobalto, fero e manganês ou cobre 

(KIECHLE; MALINSKI, 1993). O NO apresenta uma elevada afinidade com o grupo heme, encontrado 

em diversas proteínas intracelulares (cicloxigenase, guanilato ciclase e NOS) e também consegue se 

ligar a grupos -SH, produzindo tiol (WENNMALM, 1994); é um gás estável e incolor, moderadamente 

solúvel em água e apresenta uma meia-vida que varia de 3 a 60 segundos, podendo durar por mais tempo 

a depender da concentração de O·2- e 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 é sintetizado principalmente a partir da arginina. Dentro das células endoteliais dos vasos, 

a L-arginina, quando há oxigênio molecular, produz NO e L-citrulina por meio de uma reação catalisada 

pela óxido nítrico-sintase (NOS) (KUO; SCHROEDER, 1995). O óxido nítrico transpassa o endotélio 

em direção à musculatura lisa vascular, ativando de maneira direta a enzima guanilato ciclase solúvel, 

promovendo o aumento intracelular de cGMP (monofosfato cíclico de guanosina). Esse processo leva 

ao relaxamento do musculo liso ao redor dos vasos, gerando vasodilatação (CONGER, 1994). Essa 

interação da guanilil ciclase solúvel com o NO provoca muitos efeitos fisiológicos e patofisiológicos 

(CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]). 

 O NO participa de vários processos biológicos, como relaxamento vascular, citotoxicidade 

mediada por macrófagos, relaxamento do corpo cavernoso peniano humano, adesão e agregação 

plaquetária, depressão sináptica a longo prazo, potencialização da transmissão sináptica a longo prazo, 

regulação da pressão sanguínea basal, prevenção de piloro espasmo em estenose pilórica hipertrófica 

infantil e microcirculação medular e glomerular. A atuação do NO foi descrita no cerebelo, endotélio, 

nervos não adrenérgicos não colinérgicos (NANC), neutrófilos, macrófagos, células epiteliais 

pulmonares, rins, miocárdio 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 vasodilatação associada à 

angiogênese, tanto fisiológica quanto patológica, como observado em casos de tumores (ZICHE; 

MORBIDELLI, 2000).  

 

1.5 ÓXIDO NÍTRICO SINTASE 

O NO é formado pela ação da enzima óxido nítrico-sintase (NOS). Na literatura, são descritas 

três 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 dinucleotídeo (FAD), a flavina 

mononucleotídeo (FMN) e o NADPH (FARRELL; BLAKE, 1996a). A cNOS basal é estimulada pelo 

aumento na concentração celular de cálcio em decorrência da ativação de receptores presentes na 

superfície da célula e dos mecanismos de transdução do sinal (ADAMS, 1996). A administração de 

glicocorticoides não afeta sua síntese (DAVIES; FULTON; HAGEN, 1995). Por outro lado, a iNOS 

requer uma concentração de cálcio muito baixa para ativação, mas a síntese de mRNA é indispensável 

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

A isoforma I ou óxido nítrico-sintase neuronal (nNOS) representa uma NOS constitutiva e está 

localizada em células epiteliais, neurônios, SN periférico, SNC, sistema NANC, medula adrenal, mácula 

densa do rim, músculo esquelético, células b pancreática, órgão sexual masculino e outros 

(CERQUEIRA; YOSHIDA, [s.d.]). A nNOS apresenta grande importância fisiológica, uma vez que ela 

participa de diversas sinapses no SNC; contribui para a regulação central da pressão arterial, o 

relaxamento do músculo liso e a vasodilatação através dos nervos periféricos. (CERQUEIRA; YOSHIDA, 

[s.d.]). 

A isoforma II, ou óxido nítrico-sintase induzida (iNOS), é uma NOS que é induzida por citocinas 

e lipopolissacarídeos e está 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 função citostática, além de causar fragmentação de DNA.  

A isoforma III, também conhecida como óxido nítrico-sintase endotelial (eNOS), constitui uma 

forma constitutiva de NOS que gera NO dentro do endotélio vascular em condições basais. No entanto, 

a força de cisalhamento gerada pelo fluxo sanguíneo pode aumentar sua produção (CERQUEIRA; 

YOSHIDA, [s.d.]). O NO liberado na luz dos vasos sanguíneos promove inibição da adesão e agregação 

plaquetária além de inibir a adesão leucocitária no endotélio vascular. Ele inibe a mitogênesese, a síntese 

de DNA e a proliferação de células musculares lisas vasculares e, também ajuda no controle da 

contratilidade cardíaca e pressão arterial (FÖRSTERMANN et al., 1994; MURRELL et al., 1996).  

A síntese de NO também pode ocorrer de forma independente da NOS. Os íons nitrito e nitrato 

podem atuar como um reservatório 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 redução de nitrito ou nitrato para gerar NO (ZHAO; VANHOUTTE; 

LEUNG, 2015). As peroxidases são enzimas contendo ferro que podem catalisar reações de oxidação 

de um e dois elétrons de pequenas moléculas aniônicas como doadoras de elétrons, como haletos, 

tiocianato e nitrito, com o peróxido de hidrogênio (ARNHOLD et al., 2006). O nitrito (NO2-) é um 

ânion simétrico e, portanto, pode sofrer oxidação ou redução, gerando dióxido de nitrogênio (•NO2) ou 

óxido nítrico, respectivamente. 
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1.6 CANAL DEFERENTE 

O canal (ou ducto) deferente é um tubo muscular de parede espessa cuja função é transportar os 

espermatozoides do epidídimo para a uretra. O canal deferente se origina na cauda do epidídimo, sobe 

ao longo da borda póstero-medial do testículo, passa pelo canal inguinal para entrar no abdômen e se 

estende em direção à próstata. A porção final do canal deferente recebe um ducto curto da vesícula 

seminal e continua como ducto ejaculatório através da próstata para terminar na uretra prostática 

(DIXON; JEN; GOSLING, 1998). 

A parede do canal deferente é composta por um epitélio colunar pseudoestratificado, que se 

assemelha muito ao do epidídimo, uma camada muscular e uma adventícia. As células epiteliais 

colunares altas possuem microvilosidades longas (estereocílios) que se estendem para o lúmen, enquanto 

uma camada descontínua de células basais arredondadas repousa sobre uma lâmina basal (DIXON; JEN; 

GOSLING, 1998). Pelo menos três tipos diferentes de células colunares foram identificados no 

microscópio eletrônico: células principais, células lápis e células ricas em mitocôndrias (HOFFER, 

1976). Os linfócitos ocorrem frequentemente entre as células epiteliais. A morfologia das células 

principais predominantes sugere que elas estão ativamente envolvidas na síntese de proteínas e 

glicoproteínas e não 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 ejaculação, fortes contrações musculares 

impulsionam os espermatozoides ao longo do canal deferente em direção à uretra. Uma camada de tecido 

conjuntivo frouxo (a adventícia) envolve a camada muscular do canal deferente e contém numerosos 

feixes nervosos e grandes vasos sanguíneos (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 

simpáticas originam-se dos segmentos da medula lombar (T10 - L2), descem para a pelve através dos 

nervos hipogástricos e fazem sinapses em numerosos gânglios pélvicos localizados no plexo pélvico. 

As fibras parassimpáticas pré-ganglionares, transportadas pelos nervos esplâncnicos pélvicos, se 

originam na medula sacral (S2, 3 e 4) e também fazem sinapses com os gânglios pélvicos. Os gânglios 

pélvicos contêm neurônios simpáticos e parassimpáticos que inervam os canais deferentes, a próstata, a 

vesícula seminal, a bexiga urinária, os ureteres, o pênis e o reto (DIXON; JEN; GOSLING, 1998; 

HUKOVIC, 1997).  

A inervação noradrenérgica do ducto deferente humano é de grande importância no transporte e 

saída do sêmen. A rica inervação noradrenérgica não apenas para os canais deferentes, mas também para 

todos os outros órgãos genitais masculinos surge dos chamados “neurônios adrenérgicos curtos” 

situados nos gânglios 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; SHIRAI; SASAKI; RIKIMARU, 1973).  

Nos últimos 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 contêm tirosina hidroxilase 

colocalizados (DIXON; JEN, 1995; JEN et al., 1996). A presença de nervos nitrérgicos nos canais 

deferentes de ratos é controversa, uma vez que foi detectada por imuno-histoquímica (CECCATELLI 

et al., 1994), mas os homogenatos de canais deferentes de ratos não apresentaram atividade de NO 

sintase (MITCHELL et al., 1991). De maneira intrigante, canais deferentes obtidos de ratos jovens não 

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-histoquímica, Brock e colaboradores demonstraram a presença de tirosina hidroxilase e 

óxido nítrico sintase nos canais deferentes de camundongos (BROCK; HANDELSMAN; KEAST, 

2007). 
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                                           2. JUSTIFICATIVA / HIPÓTESE 
 

Conforme demonstrado por estudos anteriores, a presença de NO é essencial para a síntese de 

6ND (BRITTO-JÚNIOR et al., 2022a, 2023a, 2023c; CAMPOS et al., 2021). A NOS é a enzima 

encarregada da síntese do óxido nítrico (NO). Três isoformas de NOS são identificadas, incluindo duas 

constitutivas (cNOS) e uma induzida (iNOS)  (KIECHLE; MALINSKI, 1993; WONG; MARSDEN, 

1996). 

A existência dessas diferentes isoformas de NOS levanta a dúvida de qual delas é a mais 

envolvida na síntese de NO e, por consequência, da 6ND no ducto deferente dos camundongos. Na 

investigação das câmaras cardíacas de camundongos, observou-se que a liberação basal de 6-ND é 

notavelmente reduzida em camundongos eNOS-/-, enquanto não apresenta essa redução em 

camundongos nNOS-/- ou iNOS-/-. Isso sugere a importância da eNOS na síntese de 6-ND nessas 

câmaras cardíacas. (BRITTO-JÚNIOR et al., 2023c). Para elucidar essa questão, examinamos a 

liberação basal de 6-ND em camundongos controle, eNOS-/-, nNOS-/- e iNOS-/-, a fim de determinar 

qual isoforma da NOS desempenha um papel crucial na biossíntese 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 síntese 

da 6-ND nos canais deferentes de camundongos. 
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                                                                          6. DISCUSSÃO  

Assim como observado em ratos e em humanos, este estudo demonstrou que a principal 

catecolamina liberada pelos ductos deferentes isolados de camundongos é a 6ND (BRITTO-JÚNIOR et 

al., 2021b, 2022c). Tal achado nos leva a questionar qual o verdadeiro papel da transmissão adrenérgica 

nesse processo. 

 Os resultados deste estudo mostraram que a liberação basal de 6ND reduziu apenas nos 

camundongos nNOS-. Tal achado sugere que a nNOS é a isoforma da NOS responsável pela síntese da 

6ND nos canais deferentes isolados de camundongos, diferentemente do encontrado nos átrio e 

ventrículo de ratos, onde a eNOS se mostrou a isoforma mais importante para essa síntese (BRITTO-

JÚNIOR et al., 2023c). Avaliando-se a contratilidade induzida por estímulo elétrico (EFS), percebe-se 

que apenas os ductos deferentes isolados de camundongos nNOS- apresentaram redução na sua força 

contrátil, o que reforça a importância dessa isoforma neste órgão. Tendo em vista esses dados, podemos 

pressupor que a 6ND é essencial para a contração dos ductos deferentes de camundongos pois a sua 

liberação foi reduzida nos animais nNOS- e, esses mesmos animais apresentaram redução na 

contratilidade induzida por estímulo elétrico. Tal fato está em concordância com o que já foi 

demonstrado para os canais deferentes de ratos e humanos (BRITTO-JÚNIOR et al., 2021b, 2022c). A 

pré incubação dos canais deferentes com tetrodotoxina, um bloqueador neuronal, provocou redução na 

liberação de 6ND nos animais eNOS- e iNOS-, mas não interferiu no quantificado nos animais nNOS-. 

Esse fato reforça o papel da nNOS na liberação de 6ND nos canais deferentes de camundongos pois nos 

animais nNOS- não havia como reduzir a liberação de 6ND uma vez que a ausência da nNOS por si só 

já provocava essa redução, ao contrário do que aconteceu com os demais camundongos que 

apresentavam a nNOS ativa. 

 Um achado interessante foi a detecção 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 não é estocada nos terminais nervosos como 

acontece com as catecolaminas clássicas. Provavelmente, a 6ND é formada na fenda sináptica a partir 

de uma reação 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, 

não está claro se a contratilidade reduzida desse órgão afeta o processo ejaculatório (FORBES; 

FLANNIGAN; PADUCH, 2018). Camundongos nNOS- são férteis e o acasalamento nesses animais é 

muito semelhante ao de animais controle (BURNETT et al., 1996; HUANG et al., 1993). Acredita-se 

que a ausência da nNOS é compensada por um aumento da expressão 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 ejaculatório seria interessante estudar se a 6ND é liberada pelas vesículas seminais e qual a sua 

origem neste órgão. 

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

dopamina), a neurotoxicidade da 6ND não está bem estabelecida (KOSTRZEWA; JACOBOWITZ, 1974; 

SACHS; JONSSON, 1975). Palumbo e colegas demonstraram, por meio da injeção de 6ND e 6-OH 

dopamina na substância nigra de ratos de laboratório, que a 6ND era menos tóxica que 6-OH dopamina 

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

Interessantemente, apesar do papel essencial da nNOS para a liberação de 6ND, os canais 

deferentes de camundongos nNOS- ainda apresentavam alguma liberação basal de 6-ND e exibiam 

contrações residuais induzidas pelo estímulo elétrico. Tal fato nos leva a crer que haja uma via 

alternativa para a síntese de 6ND independente da NOS. Tecidos vasculares tratados com L-NAME, 

assim como átrios e ventrículos de camundongos eNOS-/-, e extratos cerebrais de ratos tratados com L-

NAME, também demonstraram liberação basal de 6ND (BRITTO-JÚNIOR et al., 2023c; SHINTANI 

et al., 1996). Uma possibilidade para a nitrosação da dopamina de forma independente da NOS seria por 

meio do NO advindo da redução no nitrita/nitrato endógeno. Esses íons não são apenas produtos do 

metabolismo do NO, mas também podem funcionar como reservatório de NO (CHEN; PITTMAN; 

POPEL, 2008). A redução de nitrito ou nitrato para a geração de NO pode ser catalisada por diversas 

enzimas como a hemoglobina, mioglobina, xantina oxidoredutase e citocromo P450 (ZHAO; 

VANHOUTTE; LEUNG, 2015). As peroxidases são enzimas que contêm ferro e têm a capacidade de 

catalisar reações de oxidação de uma e duas unidades elétricas em pequenas moléculas aniônicas, como 

doadoras de elétrons, como haletos, tiocianato e nitrito, utilizando peróxido de hidrogênio (ARNHOLD 

et al., 2006). O nitrito (NO−2) é um ânion simétrico, e, por conseguinte, pode ser oxidado ou reduzido, 

resultando em dióxido de nitrogênio (•NO2) ou óxido nítrico, respectivamente. A utilização de 

camundongos knockout triplo para NOS deve fornecer esclarecimentos quanto à existência real dessa 

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

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 

responsável pela síntese dessa nitrocatecolamina é a nNOS. 
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