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EPIGRAFE

“Os que se encantam com a pratica sem a
ciéncia s&do como os timoneiros que entram
no navio sem timao nem bussola, nunca
tendo certeza do seu destino”.

Leonardo da Vinci

“O préprio Senhor ira a sua frente e estara
com vocé; ele nunca o deixara, nunca o
abandonara.

Deuteronomio 31:8



RESUMO

Introdugao: Estudos anteriores envolvendo ducto deferente isolado humano e de
Rattus norvegicus (rato) demonstraram a liberagdo de 6-nitrodopamina (6-ND) e sua
acao como modulador endégeno da contratilidade destes tecidos. Visto que esse
mediador enddgeno se apresenta em humanos e € pouco discutido pela
comunidade cientifica, mais dados necessitam ser gerados para se obter um melhor
entendimento de seu real papel no organismo. Objetivos: Portanto, o presente
trabalho propde avaliar se a vesicula seminal isolada de rato (VSR) também
apresenta liberacao basal de 6-ND, os mecanismos envolvidos nessa liberacédo e
sua ac¢ao na capacidade contratil desse tecido. Métodos: a liberacdo basal de 6-ND,
dopamina, noradrenalina e adrenalina por células da VSR foi avaliada
quantitativamente através de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS). Avaliou-se também o efeito do inibidor de 6xido nitrico, L-
NAME, do bloqueador de canais de sodio voltagem-dependente, tetrodotoxina
(TTX), do inibidor da NADPH oxidase NOX1/4, GKT137831 e do perdxido de
hidrogénio na liberacao basal de 6-ND detectada por LC-MS/MS. Nos estudos
funcionais, avaliou-se a capacidade da 6-nitrodopamina, da dopamina, da
noradrenalina e da adrenalina, em diferentes concentragcdes, de induzir ou
potencializar a contragao das vesiculas seminais, bem como o efeito da TTX, do L-
NAME e do epitélio nas contracbes da VSR induzidas por estimulo elétrico. A
expressao de tirosina hidroxilase (TH) foi investigada por imuno-histoquimica (IHQ) e
hibridizagdo “in situ” fluorescente (FISH). Resultados: A 6-nitrodopamina foi a
catecolamina mais liberada, quando comparada a noradrenalina, adrenalina e
dopamina. Pré-incubacao com L-NAME reduziu apenas a liberacdo de 6-ND e a pré-
incubagdo com GKT137831 ou perdxido de hidrogénio causou aumento seletivo na
liberacdo de 6-ND. Pré-incubacdo com tetrodotoxina nao afetou a liberagdo das
catecolaminas. Todas as catecolaminas produziram contracbes concentragao-
dependente em VSR, porém a 6-ND apresentou-se menos potente que as outras
catecolaminas. Ja em baixa concentragdo, a 6-ND potencializou significativamente
as contrag¢des induzidas por noradrenalina, adrenalina e dopamina, fato que nao foi
observado na presenga de tetrodotoxina. Os estudos de IHQ e FISH revelaram a

presenca de TH nas células epiteliais de VSR. Conclusdo: Esta € a primeira



demonstragdo de que a 6-ND é liberada pelo epitélio da VSR e modula a
contratilidade deste 6rgao.
Palavras-chave - 6-nitrodopamina, catecolaminas, vesicula seminal, banho de

6rgaos, imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Introduction: Previous studies involving isolated human and Rattus norvegicus (rat)
vas deferens provided the release of 6-nitrodopamine (6-ND) and its action as an
endogenous modulator of the contractility of this tissue. Since this endogenous form
is present in humans and is little discussed by the scientific community, more data
needs to be generated to obtain a better understanding of its role in the organism.
Objectives: Therefore, the present work proposes to evaluate whether the isolated
rat seminal vesicle also presents basal release of 6-ND, the mechanisms involved in
the release of this catecholamine and its action on the contractile capacity of the
tissue. Methods: Seminal vesicles underwent assessment of the basal release of 6-
ND, dopamine, norepinephrine and adrenaline through an LC-MS/MS process. Basal
release was also evaluated in the absence and presence of the nitric oxide inhibitor
L-NAME, voltage-gated sodium channel blocker tetrodotoxin (TTX), NADPH oxidase
inhibitor NOX1/4 GKT137831 and hydrogen peroxide through the same LC-MS/MS
process. In functional studies, the contraction caused by 6-nitrodopamine, dopamine,
norepinephrine and adrenaline in this tissue, in the absence and presence of 6-
nitrodopamine, dopamine, norepinephrine and adrenaline in different concentrations
as contraction potentiating agents, the effect of TTX on contraction, the effect of L-
NAME and the epithelium effect on contractions caused by electrical stimulation were
evaluated. The expression of tyrosine hydroxylase was investigated by
immunohistochemistry and fluorescent in situ hybridization. Results: 6-
nitrodopamine was the most released catecholamine, when compared to
noradrenaline, adrenaline and dopamine. Pre-incubation with L-NAME only affected
the release of 6-ND and pre-incubation with GKT137831 or hydrogen peroxide
caused a selective increase in 6-ND release. Pre-incubation with tetrodotoxin did not
affect the release of catecholamines. All catecholamines produce concentration-
dependent contractions of the rat seminal vesicle, but 6-ND is less potent than other
catecholamines. At a low concentration, 6-ND potentiated the contractions caused by
norepinephrine, adrenaline and dopamine, a factor that was not present in the
presence of tetrodotoxin. Immunohistochemistry and fluorescent in situ hybridization
revealed the presence and expression of tyrosine hydroxylase in rat seminal vesicle

epithelial cells. Conclusion: This is the first demonstration of the release of 6-



nitrodopamine in a rat seminal vesicle and the results indicate that 6-ND released by
the epithelium modulates the contractility of the isolated rat seminal vesicle.
Keywords - 6-nitrodopamine, catecholamines, seminal vesicles, organ bath,

immunohistochemistry.
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1. INTRODUGAO

1.1. ASPECTOS GERAIS DAS CATECOLAMINAS

No inicio do século 20, pesquisadores descobriram um grupo de
monoaminas compostas por um grupo catecol e uma cadeia lateral de amina que
foram batizadas de “catecolaminas”. O estudo dessas substancias revolucionou a
Farmacologia gracas a importancia fisiolégica que exercem no organismo dos
mamiferos. Entre as catecolaminas enddgenas (produzidas pelo organismo),
destacam-se a adrenalina (epinefrina), noradrenalina (norepinefrina) e dopamina que
apresentam acido em diferentes sistemas do corpo, como o sistema nervoso e
cardiovascular [1]. A noradrenalina é o principal neurotransmissor dos neurbnios
pos-ganglionares simpaticos, modulando a resposta ao estresse. A dopamina é o
neurotransmissor predominante no sistema extrapiramidal de mamiferos e das vias
neuronais mesocortical e mesolimbica (participando da regulagdo do humor e
motivacdo e sistema de recompensas, respectivamente). Ja a adrenalina é o
hormoénio em maior abundancia na medula adrenal [2] e € essencial para respostas

de “luta ou fuga”.
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Figura 1 — Estrutura das principais catecolaminas presentes em mamiferos. Fonte: adaptada
de [1]. A figura ilustra a configuragdo do grupo quimico denominado catecol e as moléculas
da feniletlamina (amina composta por anel benzénico ligado a um grupo etilamina),

dopamina, noradrenalina (ou norepinefrina) e adrenalina (ou epinefrina).

1.1.1. VIA DE BIOSSINTESE DAS CATECOLAMINAS

As catecolaminas enddgenas sdo sintetizadas a partir do aminoacido L-
tirosina, que pode ser adquirido na dieta ou sintetizado pelo organismo. A L-tirosina
presente na corrente sanguinea é captada para o interior dos neurbénios pré-
sinapticos, onde interage com a enzima tirosina hidroxilase (TH — fator limitante da
biossintese de catecolaminas) e cofatores (tetra-hidrobiopterina, Fe?* e O2) para ser
transformada em L-DOPA. Em seguida, a L-DOPA ¢ transformada em dopamina
apos interagir com a enzima DOPA-descarboxilase e o cofator piridoxal-fosfato. Uma
vez sintetizada, a dopamina pode ser liberada na corrente sanguinea, ser
armazenada nas vias neuronais ou interagir com a enzima dopamina beta-
hidroxilase (DBH) e cofatores (ascorbato, Cu?* e O2) para ser transformada em

noradrenalina. A noradrenalina pode alcangcar a corrente sanguinea, ser
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armazenada em vesiculas celulares ou interagir com a enzima feniletanolamina-n-
metiltransferase (PNMT ou FNMT) e o cofator S-adenosilmetionina (presentes na
medula adrenal), transformando-se em adrenalina (que pode ser alcancar a corrente

sanguinea ou ser armazenada no organismo) [3].
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OH
H
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Figura 2 - Biossintese das principais catecolaminas presentes em mamiferos. Fonte:
adaptada de [4]. A figura ilustra a enzima TH que adiciona uma segunda hidroxila ao anel
benzénico da L-tirosina, transformando o anel aromatico em um grupo catecol e a L-tirosina
em L-DOPA. A enzima DOPA descarboxilase remove o grupo carboxila da L-DOPA,
transformando esse substrato em dopamina. A enzima dopamina-beta-hidroxilase (DBH)

adiciona uma hidroxila ao carbono da cadeia amina que esta ligado ao grupo catecol,
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transformando a dopamina em L-noradrenalina. A enzima feniletanolamina-N-
meltiltransferase (PNMT ou FNMT) adiciona um metil a amina primaria presente na molécula
da L-noradrenalina, transformando-a uma amina secundaria e a L-noradrenalina em L-

adrenalina.
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1.1.2. METABOLISMO, ARMAZENAMENTO, LIBERAGAO E RECAPTAGAO
DE CATECOLAMINAS

A sintese das catecolaminas se inicia no citosol e finaliza nas vesiculas
sinapticas dos terminais nervosos. Apos a sintese, as catecolaminas podem ser
degradadas pelas enzimas monoamina oxidase (MAQ), presente principalmente nos
neurbnios pré-sinapticos, e catecol-O-metiltransferase (COMT), presente em
diferentes tipos de células nervosas [5]. As catecolaminas também podem interagir
com o transportador vesicular de monoaminas (VMAT-2), que € expresso no sistema
nervoso central e apresenta alta seletividade para a dopamina, noradrenalina,
adrenalina e serotonina (monoamina derivada do triptofano), transportando esses
neurotransmissores do citoplasma para dentro das vesiculas de armazenamento
intracelular [6]. Essa capacidade de armazenamento é uma evolugdo adaptativa
inteligente e essencial para o organismo, pois protege as substancias de sofrerem
metabolismo e as estoca para que o corpo utilize conforme a sua necessidade, sem
depender da biossintese a cada evento de liberagdo de catecolaminas. Apds o
armazenamento das catecolaminas nas vesiculas intracelulares, o neurbénio pré-
sinaptico pode ser estimulado, causando uma despolarizacdo seguida da liberagéo
(ou exocitose) do conteudo vesicular na fenda sinaptica (regido entre o neurénio pré-
sinaptico e pos-sinaptico, onde 0s neurotransmissores podem interagir com
receptores de superficie para gerarem resposta celular). Depois de liberadas na
fenda sinaptica, as catecolaminas podem ser metabolizadas ou recaptadas para o
interior do neurdnio pré-sinaptico através do transportador de noradrenalina (NET,
que apresenta alta afinidade para noradrenalina e menor afinidade para dopamina,
porém nao apresenta afinidade consideravel para a adrenalina) e transportador de
dopamina (DAT, que apresenta alta afinidade para dopamina e menor afinidade para
noradrenalina e adrenalina) e apds a recaptagao, podem interagir com as enzimas
metabolizadoras de catecolaminas presentes no interior do neurdnio pré-sinaptico ou

novamente armazenadas nas vesiculas intracelulares pelo VMAT-2 [7].
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Figura 3 — Metabolismo, armazenamento, liberagéo e recaptacdo de catecolaminas. Fonte:
imagem criada pelo autor. A figura ilustra o sistema de liberagdo das catecolaminas,
recaptacdo e metabolismo. Ao serem sintetizadas no citosol (1), as catecolaminas podem ser
transportadas (2) para o interior das vesiculas de armazenamento através do VMAT-2 (3) ou
metabolizadas pelas enzimas MAO (4) pré-sinaptica e COMT. Ao receber um estimulo, os
canais de calcio (5) presentes na membrana neuronal permitem um influxo de calcio (Ca2+)
para o interior da célula que a despolariza, causando a liberacdo (ou exocitose) das
substancias contidas nas vesiculas de armazenamento (6). Ao serem liberadas para a fenda
sinaptica (7), essas substancias podem interagir com receptores presentes na membrana do
neurdnio pds-sinaptico (8) ou retornar para o interior do neurénio pré-sinaptico (9) através do

transportador de noradrenalina NET e transportador de dopamina DAT (10). Apds a
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recaptacao, as substancias podem ser novamente armazenadas nas vesiculas pelo VMAT-2
(11) ou metabolizadas pelas enzimas MAO e COMT (12).
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1.1.3. TETRODOTOXINA (TTX)

A tetrodotoxina (TTX) € um composto 1000x mais téxico que o cianeto,
sendo naturalmente encontrado no ovario e figado de peixes da familia
Tetraodontidae, conhecidos popularmente como baiacus [8]. No decorrer do tempo,
O numero de espécies animais que possuem TTX em seu organismo esta
aumentando gragas a identificagcdo que novos estudos trazem para enriquecer a
ciéncia todos os anos [9, 10]. Os estudos indicam que esses animais nao sintetizam
a TTX (substancia toxica que nao possui antidoto conhecido) mas a adquirem de
bactérias sintetizadoras dessa substancia (como Vibrio, Pseudmonas, Pasteurella,
Aeromonas e Plesiomonas) e que fazem parte de suas dietas [11, 12].

A tetrodotoxina bloqueia os canais de sédio voltagem-dependentes dos
tecidos excitaveis (como os neurbnios, células cromafins da medula adrenal,
musculos cardiacos e esqueléticos), inibindo a abertura desses canais. Esse fato
impede o influxo de ions sodio para o interior da membrana celular. Mesmo em
baixas concentracdes, a TTX bloqueia os canais de sddio voltagem-dependentes
das células neuronais e musculares dos mamiferos, impedindo a propagacédo dos
sinais nervosos e contracbes musculares [13]. Portanto, ao bloquear os canais de
sédio voltagem-dependentes, a TTX impede a despolarizagdo da membrana celular
e, consequentemente, a propagacao do potencial de acéo dos tecidos afetados [12].

Embora a tetrodotoxina néo afete diretamente a liberacdo das catecolaminas
ou a agao destas em seus receptores, ela as afeta indiretamente, visto que bloqueia
a propagacao dos potenciais de agao emitidos pelo sistema nervoso central, que
necessitam do influxo de ions sédio para se propagar e induzir a ativagao dos canais
de caélcio voltagem-dependentes nos terminais dos neurbnios simpaticos pré-
sinapticos e o influxo dos ions calcio, culminando na liberagdo (exocitose) das

catecolaminas armazenadas nas vesiculas celulares.
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Figura 4 — Estrutura molecular da Tetrodotoxina (TTX). Fonte: [14]. A figura ilustra a estrutura

molecular da tetrodotoxina.



28

1.2. SISTEMA GENITAL MASCULINO

O sistema genital masculino é composto por 6rgaos internos e externos. Sao
classificados como 6érgaos externos o pénis e bolsa escrotal e como internos os
testiculos, epididimo, ducto deferente, ducto ejaculatério, funiculos espermaticos e

glandulas sexuais (prostata, vesiculas seminais e glandulas bulbouretrais).

Uteter

o Bexiga urinaria
Peritonio »
Parte prostatica

Glandula seminal da uretra

Parte
membranacea
da uretra

Ampola do
ducto deferente
Ducto ejaculatério Corpo

Prostata LavVEEIOs0

Preptcio

Glande
do pénis

Epididind) Escroto Ostio externo
da uretra

esponjoso  Ducto deferente Testiculos

Figura 5 — Orgdos que compdem o sistema genital masculino. Fonte: [15]. A figura ilustra os
componentes do sistema genital masculino, destacando o peritdnio, glandula seminal, ampola
do ducto deferente, ducto ejaculatério, préstata, reto, glandula bulbouretral, anus, bulbo do
pénis, corpo esponjoso, ducto deferente, epididimo, testiculos, escroto, 6stio externo da
uretra, glande do pénis, prepucio, corpo cavernoso, parte membranacea da uretra, parte

prostatica da uretra, bexiga urinaria e ureter.
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1.2.1. FISIOLOGIA E PROCESSO DA EJACULAGAO

A ejaculacao é definida como a ejecdo do sémen do meio interno para o
meio externo do organismo e é dividida em duas fases principais: emissao (os
fluidos das glandulas sexuais e espermatozoides sao depositados na uretra
prostatica) e expulsdo (o sémen depositado na uretra prostatica € expelido para fora
do organismo, através de contragbes involuntarias e coordenadas dos musculos
perineais) [16]. As inervagbes adrenérgicas (com receptores para catecolaminas) e
colinérgicas (com receptores para acetilcolina) regulam as vesiculas seminais no

processo ejaculatério [17, 18].

estimulo

célula
pré-sinaptica

bainha de mielina
axénio I nodulo de
ranvier

B terminal
pré-sinaptico,

fenda
sinaptica

co nse%uan cias
fisiole 3 células

pos-sinapticas

Figura 6 — Etapas envolvidas no processo da ejaculagéo e a fenda sinaptica. Fonte: imagem
criada pelo autor. A figura ilustra as etapas envolvidas no processo da ejaculagéo, desde a
captacao do estimulo até as consequéncias fisioldgicas. Ao lado do fluxograma das etapas do
processo de ejaculagéo, esta demonstrado o esquema de propagagao do sinal dos neurdnios
pré-ganglionares através dos ganglios autonémicos para os neurdnios pos-ganglionares, afim

de gerar consequéncias fisioldgicas. Nessa demonstragdo podemos ver as células pré-
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sinapticas, o nucleo das células, o axbnio, a bainha de mielina, nédulo de Ranvier, terminal

pré-sinaptico, fenda sinaptica e células pos-sinapticas.

Estimulo: pode ser sensorial, psicolégico ou a combinagcao de ambos. O sistema
nervoso periférico (SNP) capta esse estimulo e o conduz ao sistema nervoso

central (SNC) que o interpretara [19].

Ativacao do sistema nervoso auténomo: o SNC envia estimulos ao sistema
nervoso autdbnomo (SNA), ativando as subdivisdes sistema nervoso simpatico
(SNSIM) e parassimpatico (SNPAR). O SNPAR ¢ estimulado pela acetilcolina
para relaxar os vasos sanguineos do pénis e aumentar o fluxo sanguineo dos
corpos cavernosos, facilitando a erecgao e lubrificagao, enquanto o SNSIM é
estimulado pela noradrenalina para promover a contragcao dos musculos lisos dos
ductos deferentes e prostata durante a ejaculagao, auxiliando no processo de
expulsao do sémen. Desta maneira, os nervos pré-ganglionares conduzem o
sinal através dos ganglios autonémicos para os nervos pos-ganglionares,
gerando consequéncias fisioldgicas (eregao peniana, secregao de fluidos,

emissao, contragdo muscular, expulsdo do esperma e climax) [20].

Erecao peniana: a eregao € mediada principalmente pelo SNPAR e a
estimulagao sexual causa a liberagao de 6xido nitrico (NO) pelos terminais
nervosos e células endoteliais do pénis [21]. O NO ativa a enzima guanilato
ciclase que converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato
ciclica (cGMP). O cGMP causa o relaxamento do musculo liso do corpo
cavernoso e a dilatagao das artérias do pénis, permitindo o influxo de sangue e a
erecao [22]. Farmacos como inibidores da fosfodiesterase 5 (PDE5) sao usados
para tratar disfungao erétil, pois impedem a degradagéo do cGMP [23],
amplificando o efeito do 6xido nitrico e facilitando o processo de eregéo (ou seja,
na auséncia de cGMP, os inibidores da PDE5 sao ineficazes, pois seu

mecanismo de agao é amplificar a resposta do cGMP).
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d) Secrecao de fluidos e a contragao muscular: Durante a estimulagao do

SNPAR, a liberacéo de acetilcolina ativa os receptores muscarinicos nas células
secretoras das glandulas acessorias, promovendo a secrecgéo dos fluidos [24].
Essas glandulas (bulbouretrais, prostata e vesiculas seminais, que sao
responsaveis por 75% a 80% do volume ejaculado) secretam o fluido seminal
que nutre o sémen com frutose e outras substancias que ajudam os
espermatozoides a sobreviverem [25]. Além disso, o fluido prostatico (composto
por enzimas, acido citrico e zinco) lubrifica o trato reprodutivo masculino e
neutralizam a acidez da uretra e da vagina, protegendo os espermatozoides e
facilitando a sua movimentagéo de dentro do organismo masculino até o meio
externo [26].

Ja no SNSIM, a condugao de um potencial de acao (gerado por estimulos)
ativa canais de calcio voltagem-dependentes nos neurdnios pré-sinapticos,
permitindo a entrada de ions Ca?* nas células e causando a exocitose de
neurotransmissores (principalmente a noradrenalina) que alcancam a fenda
sinaptica, podendo ser recaptados pelo neurénio pré-sinaptico ou exercer acao
em receptores adrenérgicos [7]. Em receptores alfa-adrenérgicos, a
noradrenalina favorece a despolarizacao e contracao das células musculares
lisas [27], enquanto em receptores beta-adrenérgicos, favorece o relaxamento da
musculatura lisa do sistema ejaculatério (como as vesiculas seminais, ducto

deferente e corpo cavernoso).

Emissao e expulsao do esperma: A emissdo é uma fase regulada pelo SNSIM
que contrai as vesiculas seminais (liberando o fluido seminal), prostata (liberando
o fluido prostatico) e ductos deferentes (transportando os espermatozoides do
epididimo para a uretra prostatica). Quando o sémen alcanga a uretra posterior,
ocorre o fechamento do colo vesical para evitar que o sémen va para a bexiga.

A expulsao também e mediada pelo SNSIM, que induz contragcbes
musculares coordenadas (ou ritmicas) no assoalho pélvico, prostata, vesiculas
seminais e base do pénis (de maneira em que todos os componentes trabalham
simultaneamente para forcar o sémen da uretra para fora do pénis) durante o

momento da ejaculagao [24].
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O equilibrio de ativagao entre os receptores alfa- e beta-adrenérgicos e a
interacao entre as catecolaminas e acetilcolina sao fundamentais para o
funcionamento pleno do processo ejaculatério, pois enquanto os receptores
muscarinicos (ativados pela acetilcolina) promovem a secrecgéo dos fluidos, os
receptores adrenérgicos (ativados pelas catecolaminas) regulam a contracao e
relaxamento dos musculos lisos e a liberacao dos fluidos. Farmacos que
aumentam a liberagédo de noradrenalina (como a pseudoefedrina) também
aumentam a ativagao dos receptores adrenérgicos, influenciando positivamente a
forca e frequéncia das contragbes musculares envolvidas na expulsdo do sémen
[19].

Climax: O climax é a etapa final deste processo, caracterizado por alteracdes
fisicas e psicologicas intensas, induzidas através da liberagao de
neurotransmissores que possibilitam o pico do prazer sexual [19]. Farmacos
como inibidores seletivos da recaptacao da serotonina (ou ISRS, aumentam os
niveis de serotonina no cérebro, podendo reduzir a excitacdo sexual e a
sensibilidade genital), antidepressivos triciclicos (efeito negativo parecido com os
ISRS), benzodiazepinicos (embora o efeito ansiolitico ajude, o efeito sedativo
atrapalha), agonistas e antagonistas dopaminérgicos (em pequenas doses,
podem melhorar a libido, porém em doses elevadas podem apresentar efeitos
colaterais que atrapalham a fungéo ejaculatéria) e opioides (que deprimem o
sistema nervoso central e suas respostas) podem dificultar o alcance do climax
[24]. Vale ressaltar que a interagao entre os neurotransmissores e receptores
envolvidos no sistema ejaculatério € complexa (envolvendo multiplos sistemas e
sinalizadores moleculares) e a resposta gerada pode variar conforme o paciente,
a quantidade de neurotransmissores liberados e a distribuicao de receptores nos

tecidos que foram estimulados.
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1.2.2. RECEPTORES QUE INFLUENCIAM O SISTEMA EJACULATORIO

a) Receptores alfa adrenérgicos: Os subtipos a1 (acoplados a proteina Gq) e a2

(acoplados a proteina Gi) estdo distribuidos em diversos tecidos, incluindo

musculos lisos (e musculatura vascular), préstata e bexiga; no sistema

ejaculatério, o a1 €& mais relevante. Sao ativados endogenamente pela

noradrenalina e adrenalina, desencadeando uma cascata de sinalizagao

intracelular.

PROTEINA Gq - a1

1.

A ativagao da proteina Gq (heterotrimero composto pelas subunidades alfa a-,
beta B- e gama y-) por um agonista catalisa a substituicdo da guanosina
difosfato (GDP) ligada a subunidade a- por guanosina trifosfato (GTP) [28].
Essa substituicdo causa uma mudanca conformacional na proteina Gq que
dissocia as subunidades Gqa- (ligada ao GTP), Gqgp3- e Gqy-.

A subunidade Gqa-GTP dissociada ativa a fosfolipase C (PLC) que catalisa a
hidrolise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) na membrana plasmatica para
formar os segundos mensageiros inositol trisfosfato (IP3, substancia
hidrossoluvel que se difunde no citoplasma) e o diacilglicerol (DAG, substancia
hidrofébica que permanece na membrana plasmatica).

O IP3 (difundido no citoplasma) se liga aos receptores de IP3 no reticulo
sarcoplasmatico, induzindo a liberagdo de ions Ca?* (armazenados no reticulo
sarcoplasmatico) para o citosol (onde atuam como um importante segundo
mensageiro intracelular da contragao das fibras musculares lisas) [29].

O DAG ativa a proteina quinase C (PKC) e quando associado aos ions Ca?*,
ativa a proteina quinase C dependente de calcio (PKCa). Ambas as proteinas
modulam a atividade de canais i6nicos e regulam a atividade enzimatica
através da fosforilacdo de proteinas, causando a contracdo das fibras
musculares lisas [30].

O Ca?* interage com a calmodulina (que também modula outros sinalizadores
intracelulares), formando o complexo calmodulina-calcio que ativa a MLCK

(quinase da cadeia leve de miosina). Esse complexo também inibe o
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caldesmon (proteina que impede a interacdo entre a actina e a miosina,
atrapalhando a contragdao dos musculos lisos), facilitando essa contragao [31].
Apos sua ativagao, a MLCK fosforila uma serina ou treonina da cadeia leve da
miosina das fibras musculares lisas, permitindo a interagdo da miosina e a
actina que gera a contragdo muscular.

A enzima GTPase hidrolisa o GTP em GDP, encerrando a cascata de

sinalizacao [32].

b) Receptores beta adrenérgicos: Os subtipos 1, B2 e B3 (todos acoplados a

proteina Gs) sdo encontrados em diferentes tecidos e desempenham diversas

fungdes [27]; no sistema ejaculatério, o subtipo 2 é mais relevante. Ativados

endogenamente pela noradrenalina e adrenalina, desencadeiam uma complexa

cascata de sinalizacdo intracelular.

PROTEINA Gs - B2

1.

A ativacao da proteina Gs (heterotrimero composto pelas subunidades alfa a-,
beta B- e gama y-) por um agonista catalisa a substituicdo da guanosina
difosfato (GDP) ligada a subunidade a- por guanosina trifosfato (GTP) [28].
Essa substituicio causa uma mudanca conformacional na proteina que
dissocia as subunidades Gsa- (ligada ao GTP), GsB- e Gsy-.

A subunidade Gsa-GTP dissociada ativa a adenilato ciclase, enzima que
converte a adenosina trifosfato (ATP) em monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc).

O AMPc atua como segundo mensageiro e ativa as subunidades cataliticas da
proteina quinase A dependente de AMPc (PKA). O AMPc também estimula a
guanilato ciclase (aumentando a liberagédo de 6xido nitrico) e inibe a liberagéo
de calcio (facilitando o relaxamento das células musculares lisas), causando a
vasodilatagao.

A PKA é uma enzima que modula a atividade de diversos diversos
sinalizadores intracelulares (como fatores de transcricao e enzimas

metabdlicas) através da fosforilagao, inclusive da MLCK que tem sua atividade
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inibida pela PKA. Inibindo a MLCK, a PKA impede a fosforilagdo da cadeia
leve da miosina causada pela MLCK (impedindo a interagao entre a miosina e
actina e dificultando a contragéo celular), auxiliando as células musculares a
relaxar. A PKA também pode ativar enzimas que removem grupos fosfatos da
cadeia leve da miosina (adicionados pela MLCK, por exemplo), facilitando e
acelerando o relaxamento muscular.

5. A enzima GTPase hidrolisa o GTP em GDP, encerrando a cascata de
sinalizagdo. Fosfodiesterases degradam AMPc, diminuindo a atividade da
PKA. Proteinas fosfatases removem grupos fosfatos adicionados pela PKA
(como os adicionados na MLCK, por exemplo), revertendo os efeitos da

fosforilagao [32].

c) Receptores muscarinicos: Os subtipos M1, M2 e M3 (todos acoplados a
proteina Gq) sdo mais relevantes no sistema ejaculatério e estao presentes nas
glandulas acessoérias. Assim como receptores al1-adrenérgicos, esses subtipos
muscarinicos estao ligados a proteina Gq e geram a mesma cascata de
sinalizagao intracelular, porém sao ativados de forma enddgena pela acetilcolina
que é liberada pelo SNPAR. Sua ativacao contrai as glandulas acessorias,

causando a secregao dos fluidos glandulares [16, 33].

d) Receptores dopaminérgicos D1-like (D1 e D5, acoplados a proteina Gs):
Distribuidos principalmente no SNC (em cortex frontal, nucleo accumbens,
hipotalamo e hipocampo). Ativado endogenamente pela dopamina, desencadeia
uma cascata de sinalizagao celular similar aos receptores beta adrenérgicos
(Gs). Promovem a excitabilidade neuronal, intensificando as experiéncias
sensoriais (fator que pode afetar o desejo sexual e o orgasmo, tornando o

processo mais prazeroso pelo alto nivel de estimulos) [34, 35].
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e) Receptores dopaminérgicos D2-like (D2, D3 e D4, acoplados a proteina
Gil/o): Distribuidos principalmente no SNC, porém também presente no sistema
enddécrino em alguns tecidos periféricos (como nos testiculos e parede média de
veias e artérias). Ativado endogenamente pela dopamina, os receptores D2
(Gi/o) inibem a adenilato ciclase (reduzindo os niveis de AMPc e ativacao da
PKA), canais de calcio [36] (diminuindo a exocitose), a sintese da prolactina [37]
(a dopamina interage com receptores D2 nas células lactotroficas da
adenohipodfise que sintetizam a prolactina, inibindo a sintese deste sinalizador
que inibe a libido e fungdo sexual) e ativa canais de potassio (hiperpolarizando as
células neuronais), reduzindo a excitabilidade neuronal. Os receptores D2-like
presentes nos neurbnios pré-sinapticos atuam como um feedback negativo,
diminuindo a liberagdo de dopamina (a fim de evitar estimulos em excesso).
Também presentes nos neurdnios pds-sinapticos e na medula espinhal, esses
receptores contribuem para a contragao muscular, facilitando a expulsao do

esperma durante a ejaculacio [34, 35].

f) Outros fatores que influenciam o sistema ejaculatoério: Além dos descritos
acima, fatores como o 6xido nitrico, ATP (que participa da sinalizagao de
diversos sistemas moleculares), oxitocina, serotonina, opidides, GABA,
canabinoides, prolactina, sistema renina-angiotensina, peptideo vasoativo do
intestino, adenosina e ATP também podem influenciar no sistema ejaculatério,

assim como farmacos que influenciam esses sinalizadores [38].

1.2.3. DISFUNGOES SEXUAIS

Disfungdes sexuais podem se manifestar através da diminui¢ao da libido,
disfuncgéao erétil e/ou dificuldades para atingir o orgasmo; como a ejaculagéo
precoce, tardia e a anejaculacao (incapacidade de ejacular). A qualidade de vida do
paciente é extremamente afetada por disfungdes sexuais, pois esses quadros

causam tensao sobre o assunto e ato sexual, gerando estresse e ansiedade no
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paciente e dificultando ainda mais o ato sexual (esse conjunto de fatores tende a
afetar a relagéo do paciente com sua parceira/seu parceiro, acarretando problemas
de autoestima, cessamento da atividade sexual, afastamento social e até depresséao)
[35, 38, 39, 40, 41].

As disfungdes podem ter causas bioldgicas, psicoldgicas e até sociais. Entre
as causas bioldgicas, estdo o estresse e ansiedade (quando ndo sao a causa
primaria, podem surgir pela disfuncao e agravar ainda mais o quadro), doencas
neurolégicas (como Parkinson e Alzheimer), danos na medula espinhal, doengas
cardiovasculares, inflamacgdes crbnicas (gerando radicais livres que danificam os
tecidos), desregulagdes hormonais (como baixos niveis de testosterona e altos de
prolactina), reagdes adversas a medicamentos e o desequilibrio entre as vias de
sinalizagdo que participam do processo ejaculatorio (como a interagao entre
catecolaminas e NO ou a ativag&o de receptores D1 e D2).

As interagdes entre os neurotransmissores séo diversas e complexas. Ao
focar no papel das catecolaminas e NO, sabe-se que a contragdo da musculatura
lisa e a liberacdo do sémen s&do modulados pela interagdo entre esses sinalizadores,
porém os radicais livres gerados pelo estresse oxidativo tendem a reagir com o NO
(diminuindo a sua biodisponibilidade) e promover um desequilibrio neste sistema,
atrapalhando o processo ejaculatorio. O desequilibrio entre a ativagao de receptores
dopaminérgicos D1 (que aumenta a excitabilidade neuronal) e D2 (que inibe a
atividade neuronal) pode ocorrer devido as interagdes moleculares que a dopamina
sofre no organismo (como a¢des enzimaticas e de radicais livres que alteram a sua
biodisponibilidade), afetando o processo ejaculatorio.

A terapia e acompanhamento psicolégico sao recomendados para esses
quadros e existem farmacoterapias sendo testadas e utilizadas para melhorar a
qualidade de vida destes pacientes. Bloqueadores de alfa1-adrenoceptores (como
alfuzosina e tamsulosina) sao utilizados para tratar sintomas da hiperplasia
prostatica, pois relaxam os musculos lisos na préstata e no colo da bexiga, o que
pode melhorar o fluxo urinario, porém também pode interferir na fungao das
glandulas acessorias e na dindmica do fluido seminal [42]. Inibidores da
acetilcolinesterase (aumentam a biodisponibilidade de acetilcolina) podem aumentar

a secrecao das glandulas acessoérias e alterar a qualidade da producgao de fluidos
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gue nutrem e protegem os espermatozoides [33]. Agonistas e antagonistas de
receptores dopaminérgicos alteram a resposta excitatoria. Inibidores da recaptacao
da dopamina e inibidores da enzima MAO prolongam os efeitos da dopamina na
fenda sinaptica, alterando a libido e desejo sexual. Inibidores seletivos da
recaptacéo da serotonina (ISRS) sao utilizados no tratamento da depressao e
ansiedade, podendo ser aliados em disfungbes sexuais, porém entre os efeitos

colaterais destes medicamentos esta a ejaculacao retardada ou anorgasmia.
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1.3. OXIDO NITRICO

Descoberto como fator de relaxamento dependente do endotélio (EDRF), o
oxido nitrico (NO) foi inicialmente relatado por Furchogott e Zawadzki em 1980 [43].
Caracterizado como o produto de secrecao celular de mamiferos que apresenta um
dos menores pesos moleculares conhecidos, o NO & uma espécie reativa de
nitrogénio (ERN) que esta presente em diferentes partes do organismo (como
cérebro, trato gastrointestinal, sistema respiratorio e circulatorio, etc), participando de

uma ampla gama de eventos fisiolégicos [39].

Figura 7 — Estrutura molecular do 6xido nitrico (NO). Fonte: [44]. A figura ilustra a estrutura

molecular do éxido nitrico.

1.3.1. VIA CLASSICA DE SINTESE DO OXIDO NiTRICO (ISOFORMAS
ENZIMAS NOS)

A via classica de sintese do NO acontece no citosol e é regulada pela
presenca de calcio e estimulos inflamatérios e/ou mecénicos, através das enzimas
NOS (6xido nitrico sintase). A familia de enzimas NOS possui trés isoformas, sendo
elas:

1. eNOS (6xido nitrico sintase endotelial): dependente de calcio e localizada

em células endoteliais. Sua ativacdo causa a sintese de NO e,
consequentemente, a vasodilatacdo dependente do endotélio e inibicdo

da agregacéo plaquetaria.
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2. nNOS (6xido nitrico sintase neuronal): dependente de calcio e localizada
em neurbnios do sistema nervoso central e periférico. Sua ativagcao
causa a sintese de NO que participa da neurotransmissdao e do
relaxamento de esfincteres gastrointestinais e urinarios.

3. INOS (oxido nitrico sintase induzivel): independente de calcio e
localizada em diversos tipos celulares. Sua ativacdo ocorre em resposta
a estimulos mecanicos e inflamatérios e causa a sintese de grandes

quantidades de NO que participara do processo inflamatério.

As enzimas eNOS e nNOS sao consideradas constitutivas, pois produzem
quantidades basais de NO e participam de eventos fisiolégicos comuns. Ja a iNOS é
considerada induzivel, por ser ativada como resposta a estimulos inflamatérios e

mecanicos [45, 46].
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Figura 8 - Fungado esperada do oxido nitrico produzido através da nNOS, eNOS e iNOS.

Fonte: adaptada de [47]. A figura ilustra a tens&o de cisalhamento que induz as isoformas

nNOS e eNOS (enzimas dependentes de calcio) a produzirem o6xido nitrico (NO) para a

manutengcao das fungbes de vasorregulagéo,

permeabilidade vascular,

regulagao

imunoldgica, anti-proliferativo e outros. A inflamagao induz a iINOS (enzima independente de

calcio) a produzir 6xido nitrico (NO) que posteriormente reage com O2- e se transforma em

peroxinitrito (ONOO-) que é téxico para o organismo, causando estresse oxidativo, aumento

da proliferagdo, nitragao de proteinas e outras fungoes.




42

Essas isoformas transformam o aminoacido L-arginina e cofatores (NADPH,
02, H*) em L-citrulina e cofatores (H20, NADP*, NO), sintetizando assim o NO como
subproduto desta reagéo bioquimica [48]. O NO ativa a enzima guanilato ciclase que
converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato ciclica (cGMP). O
cGMP causa o relaxamento de células de musculos lisos (participando do
relaxamento do corpo cavernoso) e a dilatagdo dos vasos sanguineos (modulando o
sistema cardiovascular), além de apresentar agdo antioxidante (protegendo as
células contra danos causados pelo estresse oxidativo) e potencializar a transmissao

sinaptica (como um neurotransmissor atipico) [22].

Formas
constitutivas
nNOS NO
\_/ eNOS \_/'
NADPH — # — » NADP
/_\ Forma /\
0: induzivel

iNOS

Figura 9 — Biossintese de 6xido nitrico através da nNOS, eNOS e iINOS. Fonte: adaptada de
[47]. A figura ilustra a sintese de o6xido nitrico que ocorre pela biotransformagdo do aminoacido L-
arginina em L-citrulina através das isoformas das enzimas NOS (responsaveis pela sintese do 6xido
nitrico) e cofatores NADPH e O2. nNOS e eNOS dependem de calcio para realizar essa
transformagdo, enquanto a iINOS ndo depende do calcio. Essa biotransformagdo da L-citrulina
também resulta na formacéo de 6xido nitrico (NO) e NADP.
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1.3.2. VIA ALTERNATIVA DE SINTESE DO OXIDO NiTRICO (VIA NITRATO E
NITRITO)

Além da via classica, o NO também pode ser sintetizado através de uma via
alternativa envolvendo o nitrato (NO3™) e o nitrito (NO,”) que sé&o obtidos por
processos endogenos e pela dieta. Tanto a via classica quanto a alternativa
modulam a biodisponibilidade do NO, porém elas apresentam mecanismos
diferentes de producao e regulagao.

A via alternativa de sintese do 6xido nitrico & ativa em diversos locais, como
no estébmago, pele, urina e coragao. As reagdes envolvidas (reguladas pelo pH e
presenca de agentes redutores) podem ocorrer no citosol, mitocéndrias e no espacgo
extracelular. Estudos demonstram que bactérias presentes na cavidade oral podem
reduzir nitrato a nitrito e a acidez do estbmago favorece a essa reacdo, além da
reducdo de nitrito a NO. Na pele, as bactérias reduzem o nitrato a nitrito, assim como
numa infec¢do urindria, onde as bactérias reduzem nitrato a nitrito, favorecendo a
acidificagao da urina. A xantina oxidase (localizada em diversos tecidos, participa do
metabolismo de purinas e do ciclo da ureia, reduzindo o NO;~ para NO,7),
hemoglobina desoxigenada (transporta o oxigénio dos alvéolos pulmonares para os
tecidos, porém também atua como um agente redutor que reduz o NO,™ a NO e
ocorre principalmente nos tecidos periféricos) e mioglobina (armazena oxigénio em
células musculares e também pode reduzir o NO,™ a NO) também podem atuar

como agentes redutores neste processo de sintese [45, 46].

1. Redugao do nitrato a nitrito: NO;™ + 2H" + 1e” — NO,™ + H,O0.

2. Redugao do nitrito ao 6xido nitrico: NO,™ + H* <> HNO,
2HNO; € N203 + H,0
N203 €-> NO + NOz2
2NO + 02> 2NO2

3. Sintese de 6xido nitrico na presenga de vitamina C :
ac. Ascorbico + HNO,~> ac. desidroascoérbico + 2NO + 2H20
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1.3.3. DISTRIBUIGAO NO ORGANISMO E O SISTEMA EJACULATORIO

O NO ja foi relatado no trato urogenital de Rattus norvegicus (rato) [49] e
humano, desempenhando fungbes no corpo cavernoso [50-52], uretra [52, 53],
bexiga urinaria [52, 54] e vesicula seminal [52]; evidenciando seu papel na
manutencao das funcdes destes tecidos (como na contracdo muscular e eregcéo) e a
sua importancia (a disfungcdo de NO pode causar a inflamagdo da préstata e
dificultar a fungao erétil) [55]. A vesicula seminal € composta pela mucosa (revestida
por um epitélio colunar pseudoestratificado cilindrico com estereocilios que modula a
secrec¢ao), adventicia (camada externa de tecido conjuntivo denso ndo modelado,
rico em fibras colagenas e elasticas que fornece suporte a vesicula seminal e a fixa
aos tecidos adjacentes), musculos lisos (que participam da contragdo do tecido) e é
irrigada por vasos sanguineos. Esses vasos sao revestidos internamente por
endotélio (epitélio simples pavimentoso especializado) e possuem uma tunica
muscular composta por células musculares lisas [17, 40]. A presenca de epitélio e
endotélio neste sistema apontam para uma possivel sintese local de NO, pois
ambos participam de diversas fungbes do organismo, incluindo a sintese do 6xido
nitrico [21, 40].



46

TECIDO MUSCULAR LISO (ML) , ey TECIDO EPITELIAL SIMPLES
jeju f o \ PAVIMENTOSO (ESP)

ML CORTE, "
TRANSVERSAL

ML CORTE
LONGITUDINAL
fl'EéIDO CONJUNTIVO FROUXO E DENSO [, &
NAO MODELADO (CDNM) e
TECIDO EPITELIAL 3 f
PSEUDOESTRATIFICADO CILINDRICO
com esTereociLios (EPCE)

0y

W R
B AT
S BN N

Figura 10 — Cortes histoldgicos dos tecidos da vesicula seminal. Fonte: [56]. A figura ilustra

cortes histoldgicos, destacando tecido muscular liso (ML), tecido epitelial simples pavimentoso (ESP),
tecido epitelial pseudoestratificado cilindrico com estereocilios (EPCE) e tecido conjuntivo frouxo e
denso ndo modelado (CDNM).
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1.3.4. NITRAGAO DE CATECOLAMINAS

A primeira evidéncia sobre o processo de nitragdo de catecolaminas foi
relatada na década de 90 quando pesquisadores notaram que a quantificagcdo de
noradrenalina em hipotalamo de rato era reduzida na presenca de NO. Em
sequéncia, observaram que a quantificacdo de 6-nitronoradrenalina em cérebro de
rato era reduzida apds exposicdo ao L-NAME (N“-nitro-L-arginine methyl ester),
substancia que inibe a sintese de NO, e que esse quadro era revertido apods
exposi¢cao ao precursor do NO (L-Arginina), demonstrando uma via de interagao
entre catecolaminas e o NO [57]. Estudos posteriores relataram que esse processo
ocorre em ambientes com altas concentragdes de NO (como uma resposta
adaptativa a inflamagéo), sendo regulado pela quantidade de NO, moléculas alvo

(como uma catecolamina) e antioxidantes presentes no meio [58].

NI,

COOH
HO
Tirosina

HO NH; HO. NH,
NO, Oy, pH 7.4
e
HO HO NO,

Dopamina ouUNO,, pH 7.4

l WHNO,, pH 6 6-nitro-dopamina

OH

= HO. NH,
HO. NH,
NO, 0,, pH 7.4
—*  HO NO,
HO ou HNO,. pH 6
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l

OH Ol

HO NH-CH, HO NH-CH;
NGO, Oy, pll 7.4
HO " HO NO,

Adrenalina

G-nitro-noradrenalina

B-nitro-adrenalina

Figura 11 — Mecanismo de nitracdo proposto para as catecolaminas em 1997. Fonte:
adaptada de [58]. A figura ilustra a tirosina que é transformada em dopamina, que pode ser nitrada
em 6-nitro-dopamina por NO, 02, NO2- (pH 7.4) ou HNO2 (pH 6). A dopamina é transformada em
noradrenalina, que pode ser nitrada em 6-nitro-noradrenalina por NO, O2 (pH 7.4) ou HNO2 (pH 6). A
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noradrenalina é transformada em adrenalina, que pode ser nitrada em 6-nitro-adrenalina por NO e 02
(pH 7.4).

1.4. ENZIMAS NOX/DUOX.

Diferentes sistemas biolégicos produzem espécies reativas de oxigénio
(EROs, ou no inglés, “ROS”) através das familias de enzimas Nox (NADPH
oxidases) e Duox (duo oxidases). Existem subtipos das enzimas Nox (tipos 1 a 5) e
Duox (tipos 1 e 2) [569-60] e o produto de sintese enzimatica varia conforme o
subtipo [61]. Nox 1, 2, 3 e 5 (subtipo ativado por Ca?*) produzem principalmente
superoxido, enquanto a Nox4 produz principalmente perdxido de hidrogénio (H2032).
DUOX1/2 produzem ambos. Apdés a sintese, as EROs interagem com diversos
sistemas para regular acbes como a transducdo de sinal, fungdes imunoldgicas,
biossintese hormonal [62]. O superoxido pode sofrer reacdo de dismutagéo
(formando H202) ou interagir com o NO, resultando na formacdo do ONOO- de
forma rapida e eficiente e diminuindo a biodisponibilidade do NO [63]. Existem
diferentes mecanismos antioxidantes para neutralizar o peroxinitrito e demais ERNs

e EROs, como a agao da catalases e glutationa peroxidase.

eNOS

NOX 4 nNOS

DUOX 1/2 NOX 1/2/3/5 iINOS
v v +
H202 = 02- + NO

Figura 12 — Relagdo entre os produtos das enzimas NOX, DUOX e NOS. Fonte: imagem
criada pelo autor. A figura ilustra a relagédo entre os produtos das enzimas NOX 1, 2, 3, 4, 5 e DUOX
1/2 com o produto das isoformas das enzimas NOS. As enzimas NOX 1,2,3 e 5 sintetizam superéxido

(02-) que pode sofrer reacéo de dismutagéo para a sintese de H202 ou reagir com o NO produzido
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pelas isoformas NOS, formando o peroxinitrito (ONOO-). As enzimas NOX4 e DUOX1/2 sintetizam o
H202.
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1.4.1. NOX/DUOX NO SISTEMA EJACULATORIO E GKT137831

As EROs produzidas pelas enzimas NOX/DUOX podem participar como
segundos mensageiros em diversas vias fisioldgicas, como a contragcao de musculos
esqueléticos, ativacao de quinases e a contracdo dos musculos lisos do sistema
ejaculatério. Embora a interagédo entre essas enzimas e seus subprodutos nao esteja
elucidada, o bloqueio farmacolégico de NOX/DUOX tem sido associado a alteragdes
na fungcédo ejaculatéria em modelos animais. Ferramentas farmacolégicas como o
GKT137831 (ou Setanaxibe, que apresenta alta seletividade para inibir as enzimas
Nox 1 e 4) estdo sendo utilizadas em uma gama de estudos [64-67] para estudar os
efeitos da diminuigdo da sintese de EROs. Visto que diminuindo e/ou impedindo a
sintese de EROs, a reacado que ocorre entre o0 NO e o superoxido € dificultada, a
aplicacao de ferramentas como o GKT137831 pode causar um aumento na
biodisponibilidade de NO.

Figura 13 — Estrutura molecular do GKT137831. Fonte: [68]. A figura ilustra a estrutura
molecular do GKT137831.
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1.4.2. PEROXIDO DE HIDROGENIO (Hz03)

O metabolismo das mitocéndrias pode produzir o H202 em diferentes tecidos
e animais [69] e essa substancia pode aumentar o influxo de calcio através de
variados mecanismos [70, 71], fato que é demonstrado em diversos estudos,
inclusive nos que investigam células de musculo liso [72]. Embora ndo exerga agao
direta, o H202 pode influenciar indiretamente o processo de liberacdo das
catecolaminas, pois aumenta o influxo de calcio para o meio intracelular,
favorecendo a exocitose. A formagao de H20:2 a partir da reagdo de dismutase do
superéxido auxilia a regular os niveis de superoxido no organismo, além de

favorecer a biodisponibilidade de NO e H20:.

0

Figura 14 — Estrutura molecular do perdxido de hidrogénio. Fonte: [73]. A figura ilustra a

estrutura molecular do perdxido de hidrogénio.

1.4.3. INTERAGAO DE EROs E ERNs COM NITROCATECOLAMINAS

Em estudos de liberagdo basal, a pré-incubacédo de H202 aumentou a
liberacao basal da catecolamina nitrada 6-nitrodopamina (6-ND) em artéria umbilical
humana (e a liberacgao foi diminuida na presenca da enzima catalase, demonstrando
a relevancia do H202 nesse processo), assim como o GKT137831 e o
Difenilenoiod6nio, um inibidor das isoformas NOX/DUOX. Quando foi associado com
o L-NAME, o GKT137831 ndao aumentou a liberacdo basal de 6-ND neste tecido,
assim como ocorreu com o Difenilenoiodénio e H202. Ainda neste tecido, o acido
urico utilizado como antioxidante para o peroxinitrito nao afetou a liberagao de 6-ND.
Em atrio direito e ducto deferente, o GKT137831 aumentou a quantidade liberada de
6-ND [74].
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1.5. 6-NITRODOPAMINA

A 6-nitrodopamina € um produto da nitracido da dopamina que é sintetizado
através da adigdo de um grupo nitro (-NO2) no sexto carbono da molécula e essa
reacao altera as fungdes e interagdes bioldgicas da molécula, como a afinidade e
acao em receptores.

A dopamina age como agonista de receptores D1-like (D1R e DsR,
associados a estimulagcdo da adenilato ciclase) e D2-like (D2R, DsR e D4R,
humana via ativacdo de receptores D2 e quando o tecido € tratado com L-NAME, o
efeito é potencializado. Em artéria umbilical humana, a dopamina causa
vasoconstricdo apenas quando o tecido é tratado com L-NAME. No coragao,
apresenta inotropismo moderado e cronotropismo positivo que acabam rapidamente
apos a lavagem do tecido para a remogao da dopamina.

Ja a 6-ND age como antagonista de receptores D2, impedindo a estimulagéo
da adenilato ciclase ao inibir a acdo de agonistas (como a dopamina e sumanirole)
e, consequentemente, a vasoconstricdo causada pela dopamina em vasos
umbilicais humanos. No coragao, apresenta inotropismo e cronotropismo positivos e
potentes que continuam mesmo apds a lavagem do tecido para a remocéo da 6-ND.
Os efeitos inotrépicos e cronotrépicos apresentados por essa nitrocatecolamina sao
inibidos por antagonistas B1-adrenérgicos [74]. Em aorta toracica e artéria pulmonar
de sagui, a 6-ND agiu como um agente vasodilatador de maneira independente da
via guanilato ciclase (NO-sGC-GMPc).

U\/ HO ~ N ).

H) Dopamina
6-nitro-dopamina
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Figura 15 — Diferenga estrutural entre a dopamina e a 6-nitrodopamina. Fonte: adaptada de
[58]. A figura ilustra a diferenga entre as moléculas da dopamina e 6-nitrodopamina que esta na

adigéo de um grupo nitro (NO2z) no sexto carbono do anel catecol.
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1.5.1. POSSIVEIS VIAS DE BIOSSINTESE

A principal via de biossintese da 6-ND & depende da biodisponibilidade de
NO gerada pelas enzimas NOS e ocorre na membrana das células endoteliais em
que se localizam as eNOS. Uma segunda possivel via de biossintese da 6-ND
depende da biodisponibilidade de NO gerada pela redugao do nitrato a nitrito e do
nitrito a NO, sendo uma via independente de enzimas NOS. A sintese da 6-ND ¢é
influenciada por EROs (como através do H202 que exerce efeito positivo e o O2" com
efeito negativo), ERNs (como o NO com efeito positivo) e enzimas (como as familias
NOS produzindo NO, NOX/DUOX sintetizando H202 e O2-, catalase degradando
H202 e nitrato redutase aumentando a biodisponibilidade de NO), além das
condigdes locais ideais (como o pH e a concentragdo de dopamina) para favorecer o
processo de nitracdo das catecolaminas, que pode ocorrer no citosol ou meio

extracelular [75].
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Endotélio

LUMEN
Meio extracelular

CELULA ENDOTELIAL
Meio intracelular

L-DOPA

Figura 16 — Mecanismo proposto para a biossintese de 6-nitrodopamina. Fonte: adaptada de
[75]. A figura ilustra o citosol da célula endotelial, onde a dopamina é sintetizada a partir da L-
DOPA e ¢ liberada no meio extracelular, podendo interagir com o NO (sintetizado via eNOS e
via NO2) e ocorrer o processo de nitragdo da dopamina, sintetizando a 6-nitrodopamina. O
H202 aumenta a produgédo de NO via eNOS e também pode favorecer a sintese da 6-ND,
enquanto as EROs afetam negativamente a biodisponibilidade de NO, o que desfavorece a
sintese de 6-ND.
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1.5.2. LIBERAGAO BASAL

A liberagdo basal de 6-ND foi identificada em artéria e veia umbilical e
poplitea humanas [76], aorta de jabuti (Chelonoidis carbonaria) [77], aorta de cobra
do milho (Pantherophis guttatus) [78], artéria pulmonar e aorta de sagui (Callithrix
spp.) [79], atrio de rato [80], atrios e ventriculos de camundongo [81] e coelho [82],
vasos deferentes de ratos [83] e humanos [84] e veia umbilical humana [85].

Em todos os tecidos que apresentaram liberagdo basal de 6-ND, o pré-
tratamento com L-NAME reduziu, porém n&o aboliu a liberagdo de 6-ND. Em veia e
artéria umbilical humana, a liberagao basal de 6-ND apresentou redugao significativa
tanto com a remocado mecanica do endotélio quanto com o pré-tratamento com L-
NAME. Esses dados demonstram que a via de biossintese da 6-ND pode apresentar
uma importante, porém nao exclusiva, dependéncia pelo NO gerado através das
enzimas NOS presentes nas células endoteliais. E conhecido que a aorta de répteis
apresenta enzimas NOS e a producdo de NO. Analises imuno-histoquimicas em
aorta de jabuti demonstraram a presencga da enzima TH (fator limitante na sintese de
catecolaminas) neste tecido, indicando a sintese e liberagao de catecolaminas.

Em veia umbilical humana, a liberagdo basal de 6-ND aumentou
significativamente com a pré-incubagdo do H202, enquanto a pré-incubagdo de
catalase (enzima que degrada o H202) apresentou o efeito contrario, demonstrando
que o H202 pode influenciar a via de biossintese da 6-ND [74].

A TTX (que bloqueia a liberagdo de neurotransmissores) ndo afetou a
liberagao basal de 6-ND em atrio isolado de rato, sugerindo que a 6-ND nao provém
de uma biossintese neurogénica. A imuno-histoquimica nao detectou os
neuromarcadores proteina S-100 e calretinina (CR - encontrados em terminais
nervosos) nas tunicas intima e média da aorta da cobra do milho, indicando a
possibilidade da biossintese da 6-ND neste tecido ser de uma via ndo neurogénica,
cooperando com a hipotese levantada através da ineficiéncia da TTX em reduzir a

liberacdo basal de 6-ND.
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1.5.3. ELECTRIC FIELD STIMULATION - EFS

A técnica do Estimulo de Campo Elétrico (do inglés, EFS) induz contracbes
em células e tecidos biologicos através de estimulos elétricos. Estudos empregaram
EFS em anéis de aorta de cobra do milho [78] e jabuti [86] e demonstraram a
importancia do endotélio na contracédo gerada, pois a técnica induziu contragdes nos
tecidos com o endotélio intacto, porém nos tecidos cujo endotélio foi removido
mecanicamente, a habilidade de contragao dos tecidos foi drasticamente reduzida. O
endotélio também se demonstrou importante para a sintese da 6-ND, pois em veias
e artérias umbilicais humanas, a liberagdo basal reduziu significativamente apds a
remocgao do endotélio.

Em aorta de jabuti, a contragdo induzida por EFS nao foi afetada pela
presenca da TTX (ferramenta farmacologica que bloqueia a propagacédo de
estimulos nervosos), apontando que o EFS esta contraindo de forma independente a
estimulos nervosos. Ja a pré-incubacao de fentolamina (antagonista adrenérgico
nao seletivo) reduziu de forma significativa as contragbes induzidas por EFS,
sugerindo que a contragao induzida por EFS neste tecido pode ser afetada pela
acao da fentolamina (que impede a estimulagdao de receptores adrenérgicos). As
contragbes EFS em veia umbilical humana [85] também se demonstraram
dependentes do endotélio, sendo inibidas pela fentolamina e ndo sendo afetadas por

TTX, corroborando com os dados das aortas de cobra do milho e jabuti.

1.5.4. 6-ND NO SISTEMA EJACULATORIO

Como demonstrado em estudos anteriores, os ductos deferentes isolados de
rato e de humano apresentaram liberagao de 6-ND, demonstrando a possibilidade
dessa nitrocatecolamina influenciar esse sistema e, consequentemente, a funcao
sexual. A 6-ND também induziu contragcdes concentracdo-dependentes nestes
tecidos e potencializou as contragdes induzidas por dopamina, noradrenalina,
adrenalina e EFS [84].
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Camundongos nocaute (KO) para as enzimas eNOS, iINOS e nNOS foram
utilizados para avaliar a influéncia das isoformas NOS na liberacdo basal de 6-ND
em ducto deferente [83]. Em KO-nNOS, a liberacao foi significativamente reduzida,
porém nao afetada em KO-eNOS e KO-iNOS. A pré-incubacdo de TTX reduziu
significativamente a liberagdo basal de KO-eNOS e KO-iNOS, porém nao afetou KO-
nNNOS. As forgas contrateis induzidas por EFS em ducto deferente foram reduzidas
significativamente em KO-eNOS e KO-iINOS, porém nao foram reduzidas em KO-
nNNOS (assim como ocorreu com a pré-incubagao com L-NAME). As contragdes EFS
também foram significativamente menos potentes nos ductos deferentes obtidos de
KO-nNOS. Estudos anteriores demonstraram a relevancia das enzimas NOS na via
de biossintese da 6-ND e os resultados obtidos em camundongos nocaute
demonstraram que a nNOS ¢é a principal isoforma NOS na via de biossintese da 6-
ND em ducto deferente de camundongo.

A biossintese e liberagao de 6-nitrodopamina foi aumentada quando o ducto
deferente foi pré-incubado com o GKT137831 (inibidor NOX1/4) e esse aumento
ocorreu com uma redugao simultanea e significativa na quantidade detectada de
dopamina [74], sugerindo que a inibicdo da sintese de anios superéxido causada
pelo GKT137831 pode aumentar a sintese e liberacdo da 6-ND.

A pré-incubacio dos antidepressivos triciclicos desipramina, clomipramina e
amitriptilina inibiu a contragéo induzida por 6-ND em ducto deferente isolado de rato
[87] e de humano [84] sem afetar a contracdo induzida pelas catecolaminas
classicas, assim como os bloqueadores at-adrenoceptores que antagonizaram
seletivamente a contracdo induzida por 6-ND em rato [88] e humano [89].
Antagonistas seletivos b1-adrenérgicos e antagonistas nao seletivos b1/b2-
adrenérgicos reduziram significativamente a contragdo gerada pela 6-ND em ducto
deferente de rato, mas nao afetaram as contragcbes induzidas pela dopamina,
noradrenalina e adrenalina. Em concentragbes maiores, esses antagonistas também
reduziram as contragdes induzidas por EFS, porém nao nos tecidos previamente
tratados com L-NAME. Os efeitos inotrépicos e cronotropicos apresentados pela 6-
ND séo inibidos por antagonistas 1-adrenérgicos. As ferramentas farmacoldgicas
RO-363 (agonista seletivos b1), salbutamol (agonista seletivo b2) e mirabegron

(agonista seletivo b3) ndao apresentaram efeitos contrateis no ducto deferente de
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rato, portanto os antagonistas beta-adrenérgicos (seletivos e nao seletivos) que
reduziram a resposta contratil gerada pela 6-ND podem ter gerado esse efeito
interagindo com receptores diferentes dos beta-adrenérgicos, abrindo a

possibilidade da existéncia de receptores especificos para a 6-ND enddgena [90].
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16. O USO DE ANTIDEPRESSIVOS TRICICLICOS E
ANTAGONISTAS DE o1-ADRENOCEPTORES COMO
TRATAMENTO DE DISFUNCOES SEXUAIS

Os antidepressivos ftriciclicos inibem a recaptagcdo de noradrenalina e
serotonina [91], prolongando o seu tempo de permanéncia na fenda sinaptica e,
consequentemente, aumentando a concentracao disponivel destes
neurotransmissores para estimular receptores. Essa classe farmacoldgica pode
modular o SNC induzindo a ejaculacéo tardia e redugcao do volume ejaculatério.
Porém, diminuicido da libido e disfuncao erétil sdo reacdes adversas encontradas na
bula do Anafril®, marca referéncia da Clomipramina que compde o grupo dos
antidepressivos triciclicos.

Os antagonistas de at-adrenoceptores bloqueiam a agado da noradrenalina
[92] ao competir pelo sitio de ligagdo farmacoldgico. Essa classe farmacologica
reduz a excitabilidade do SNSIM ao diminuir o estimulo causado pela noradrenalina
aos receptores, podendo aumentar o tempo necessario para a ejaculagdo. Porém,
impoténcia sexual € encontrada na bula do Minipress SR® (marca referéncia da
prazosina, substancia que compde o grupo de antagonistas de at-adrenoceptores)
como reagao adversa.

Os antidepressivos ftriciclicos [93, 94] e os antagonistas de au-
adrenoceptores [95] apresentam efeitos adversos que diminuem a performance
sexual, portanto sdo associados a disturbios ejaculatérios, como a ejaculacio tardia,
a reducao do volume de ejaculagdo e/ou a auséncia de ejaculagdo. Cria-se entao
um paradoxo farmacolégico, pois embora essas classes farmacolégicas apresentem
efeitos colaterais que podem piorar ou até causar os sintomas das disfungdes
sexuais, ambos sdo utilizados no tratamento da ejaculacéo precoce [96, 97].

Considerando que essas duas classes farmacolégicas apresentam
mecanismos de ac¢ao opostos e efeitos adversos como disturbios sexuais (e ainda
assim sao empregadas no tratamento da ejaculagédo precoce), é provavel que haja
uma via de sinalizagdo em comum entre eles (porém diferente das vias

serotoninérgicas e adrenérgicas até entdo estudadas) no processo ejaculatorio, visto
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que esse complexo processo € modulado por multiplos sistemas de
neurotransmissao. As disfungdes sexuais associadas a essas classes podem nao
ser atribuidas exclusivamente ao efeito direto causado por elas em receptores
adrenérgicos e serotoninérgicos, mas sim por uma nova via de sinalizagdo. Mais
estudos sdo necessarios para elucidar essa possivel interagdo, além de desenvolver
estratégias terapéuticas mais eficazes que minimizam os efeitos adversos dessas

classes.
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1.7. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Considerando que:

(1) a 6-nitrodopamina € um modulador enddgeno da contratilidade do ducto
deferente humano [84] e de rato [87],

(2) o 6xido nitrico é relevante na via da 6-ND [33, 75, 81, 83, 85, 98],

(3) as espécies reativas de oxigénio podem influenciar a biodisponibilidade
da 6-ND [100],

(4) o GKT137831 e o perdxido de hidrogénio aumentam a liberagéo de 6-ND
em ducto deferente [74],

(5) a liberagéo basal de 6-ND na vesicula seminal humana nao € afetada por
TTX[101],

(6) e o ducto deferente e a vesicula seminal exercem atividade no sistema
reprodutor masculino, investigar se a vesicula seminal isolada de rato
naturalmente, ou de forma induzida, libera 6-ND e a acdo que essa

nitrocatecolamina exerce na contracio deste tecido, torna-se plausivel.

Interrogamos se:

(1) a 6-ND comporta-se na vesicula seminal da mesma maneira que em
ducto deferente;

(2) a 6-ND demonstra poténcia contratil diferente das demais catecolaminas
na vesicula seminal;

(3) a sintese da 6-ND ocorre através da nitracdo da dopamina sintetizada
pela L-DOPA na vesicula seminal; e

(4) a acao da 6-ND em vesicula seminal humana e de rato se assemelham,

como ocorre em ducto deferente

Mais estudos sdo necessarios para elucidar a influéncia da 6-ND nas funcbes da
vesicula seminal. Avaliar a expressdo de TH através de imuno-histoquimica e
hibridizacdo “in situ” fluorescente neste tecido pode contribuir para a pesquisa de
catecolaminas e possiveis tecidos que as sintetizam. O aprimoramento da

compreensao das catecolaminas e seus analogos é essencial para a evolugao do
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conhecimento médico e farmacologico, podendo impactar os tratamentos

farmacoldgicos existentes e a qualidade de vida dos pacientes.



65

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Caracterizar a liberacao basal de 6-nitrodopamina na vesicula seminal
isolada de Rattus norvegicus (rato) e a sua influéncia na capacidade contractil deste

tecido.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Quantificar a liberagdo basal de 6-nitrodopamina, dopamina, adrenalina e
noradrenalina e a liberagcao destas quando influenciadas pela pré-incubagdo com
L-NAME, TTX, H202, GKT137831 e a remocéao do epitélio, experimentando cada
situacao de forma isolada em vesicula seminal isolada de rato.

2) Em vesicula seminal de rato, analisar as seguintes situacbes contrateis,
experimentando cada situagao de forma isolada:

e Contracbes bases induzidas por 6-nitrodopamina, dopamina, adrenalina e
noradrenalina e comparar a concentragao pEC50 e o Emax.

e Contracbes bases induzidas pelas mesmas catecolaminas, porém quando
influenciadas pela pré-incubagao de 6-nitrodopamina, adrenalina, dopamina,
noradrenalina e tetrodotoxina.

e Contracbes frequéncia-dependentes induzidas por estimulo elétrico na
presenca e auséncia de L-NAME e do epitélio da vesicula seminal de rato.

3) Em vesicula seminal de rato, avaliar os biomarcadores TH, S100 e CR através

das técnicas imuno-histoquimica e de hibridizagao “in situ”.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Ratos Wistar machos adultos foram adquiridos do CEMIB-UNICAMP e da
ANILAB (Paulinia, Sdo Paulo, Brasil). O protocolo para a utilizagdo de ratos foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP: 6172-1/2023 e
6320-1/2023) e seguiu recomendacgdes do Guia Brasileiro de Produgao, Manutengéo
ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA - Lei Arouca,
n°11.794) [102] e o “ARRIVE Guideline — Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments” [103]. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de
Farmacologia da UNICAMP (Campinas, Sao Paulo, Brasil), onde foram posicionados
trés animais por gaiola em local ventilado com umidade de 55+5% e temperatura
24+1°C em ciclo de 12 horas de luz por dia, com alimentacado padrao de roedores e

agua ad libitum.

3.2. TRATAMENTO L-NAME

Ratos foram tratados cronicamente com o inibidor da sintese de 6xido nitrico
L-NAME (20mg/rato/dia) disposto na agua de consumo durante 4 semanas [104].

Animais de controle receberam agua comum para o consumo.

3.3. OBTENCAO DA VESICULA SEMINAL DE RATO PARA
QUANTIFICACAO DA LIBERACAO BASAL E ESTUDOS
FUNCIONAIS

As vesiculas seminais isoladas de rato foram obtidas de animais
anestesiados e eutanasiados com overdose de isofurano (concentragéo de 5% por 2

minutos), seguido de sangria. Apds a eutandsia, o par de vesiculas seminais do
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animal foi removido post mortem e, entdo, colocado em solugao de Krebs (KHS). O
par foi dividido em duas tiras longitudinais (esquerda e direita) de vesicula seminal e
dissecado, retirando o liquido seminal contido em seu interior e lavando com solugéo
salina. Apos esse preparo, as duas tiras de vesicula seminal de rato foram
encaminhadas para utilizacdo na quantificagdo da liberagao de catecolaminas e nos

estudos funcionais.

3.4. QUANTIFICACAO DA LIBERACAO BASAL DE 6-
NITRODOPAMINA, DOPAMINA, NORADRENALINA E
ADRENALINA

Apds o preparo das vesiculas seminais, um unico par (composto pelas duas
tiras) foi alocado durante 30 minutos numa cuba de banho de 6rgaos que foi
previamente preparada com 3 mL de solugdo KHS e acido ascérbico (3mM) a 37°C,
recebendo continuamente uma mistura gasosa de 95% 02 e 5% CO2. Essa
incubacéo foi dividida em duas fases de 30 minutos cada.

Na primeira fase, a cuba conteve apenas solucdo KHS e acido ascérbico e,
apo6s 30 os minutos, uma aliquota de 2 mL foi coletada e armazenada em tubo
ambar a -20°C para posterior analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).

A segunda fase ocorreu apos a coleta da primeira aliquota e lavagem da
cuba (o tecido foi removido da cuba, o conteudo liquido restante foi extravasado e
entdo a cuba foi preenchida com 10 mL de solugdo KHS. Apds o preenchimento, o
liquido foi extravasado e o procedimento se repetiu cinco vezes para finalmente
retornar o tecido para a cuba). A cuba foi preparada com 3 mL de solugdo KHS,
acido ascérbico (3mM) e com uma ferramenta farmacolégica (L-NAME 100uM,
tetrodotoxina 1uM, GKT137831 1uM ou peroxido de hidrogénio 100uM) para avaliar
a liberagdo basal das quatro catecolaminas, seguindo as mesmas condi¢des e

tempo da primeira fase. Apdés os 30 minutos, a segunda aliquota de 2 mL foi
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coletada e armazenada em tubo ambar a -20°C para posterior analise por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).

Portanto, cada par de vesicula seminal de rato passou por duas fases de
liberagdo. A primeira na auséncia de ferramentas farmacolégicas e a segunda na

presenca de apenas uma ferramenta.

3.5. QUANTIFICACAO DA LIBERACAO BASAL DE 6-
NITRODOPAMINA NA PRESENCA E AUSENCIA DO EPITELIO

Apds o preparo das vesiculas seminais, um unico par (composto pelas duas
tiras) foi alocado durante 30 minutos numa cuba do banho de dérgdos que foi
previamente preparada com 3 mL de solugdo KHS e acido ascérbico (3mM) a 37°C,
recebendo continuamente uma mistura gasosa de 95% O2 e 5% CO2. Essa
incubacao foi dividida em duas fases de 30 minutos cada.

A primeira fase experimentou a liberagao basal de catecolaminas do tecido
sem intervengdes e apds os primeiros 30 minutos, uma aliquota de 2 mL foi coletada
e armazenada em tubo ambar a -20°C para posterior analise por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).

A segunda fase ocorreu apds a coleta da primeira aliquota, a remogao do
tecido e a lavagem da cuba (o tecido foi removido da cuba, o conteudo liquido
restante foi extravasado e entdo a cuba foi preenchida com 10 mL de solugdo KHS.
Apds o preenchimento, o liquido foi extravasado e o procedimento se repetiu cinco
vezes para finalmente retornar o tecido para a cuba). O par de tecido removido da
cuba passou por um procedimento de raspagem para a remogao do epitélio (a
adventicia da vesicula seminal & cortada, atravessando a camada muscular e
expondo o epitélio que passa pelo processo de raspagem). Entdo, foi alocado na
cuba que novamente foi preparada com 3 mL de solucdo KHS e acido ascoérbico
(3mM). Apds 30 minutos, uma segunda aliquota de 2 mL foi coletada e armazenada
em tubo ambar a -20°C para posterior analise por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).
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3.6. PREPARO DA SOLUCAO AMOSTRA E QUANTIFICACAO DAS
CATECOLAMINAS POR  CROMATOGRAFIA  LiQUIDA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA EM TANDEM
(LC-MS/MS)

As catecolaminas (6-nitrodopamina, dopamina, adrenalina e noradrenalina)
foram extraidas da solugdo KHS através de cartuchos SPE reversos poliméricos
Strata™-X 33 mm (Phenomenex Inc, USA). Os padrdes internos deuterados 6-
nitrodopamina-d4, dopamina-d3, noradrenalina-d6 e adrenalina-d6 (50 pL, 100
ng/mL) foram adicionados a amostra de solugdo KHS (1 mL) e a solug&o foi mixada
por equipamento de voértex durante 10 segundos para ser injetada no cartucho
precondicionado (1 mL de solu¢gdo metanol seguido por 2 mL de agua deionizada. A
eluicdo das catecolaminas foi realizada com 0.9 mL de solugdo metanol/agua
deionizada (90/10, v/v) com 0,1% de acido formico e o liquido eluente foi evaporado
sob fluxo constante de gas nitrogénio a 50°C. O residuo foi dissolvido em 0,1 mL de
solugdo acetonitrila/agua deionizada (50/50, v/v) e 0.1% de acido féormico. A fase
movel, composta por 75% de solugado A (agua deionizada + 0.1% de acido férmico
v/v) e 25% de solugdo B (Acetonitrila/agua deionizada 90/10 v/v + 0.1% de acido
férmico) foi bombeada num fluxo de 350 pyL/min através de uma coluna Shim-pack
GIST-HP C18 150 mm x 3mm, tamanho de particula de 3 ym (Shimadzu, Duisburg,
Alemanha). O espectrdmetro de massa (Shimadzu 8060 espectrometro de massa
triplo quadruplo, Shimadzu, Kyoto, Japao) foi operado em modo de ionizagdo por
electrospray positiva e os residuos dissolvidos foram injetados (3uL) por um auto
injetor SIL-30AC (Shimadzu, Japao), mantido a 8°C em um sistema de cromatografia
liguida LC ADVp Shimadzu (Shimadzu, Japao). As transigbes monitoradas por
espectrometria de massa em tandem com monitoramento de reacao multipla (MRM),
volume de injecao, tempo de execucédo, limite de quantificacdo e validagdo do
método seguindo as diretrizes da FDA para métodos bioanaliticos (FDA, 2023)

foram descritas em trabalho anterior do grupo [77].
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3.7. LINEARIDADE E LIMITE DE QUANTIFICACAO

A linearidade é avaliada através das curvas de calibragcao de 8 padrdes de
calibragédo nas faixas de 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2, 5, 10 e 20 ng/mL, em duplicata. A razao
da area dos picos do padrédo interno de 6-nitrodopamina é plotada em relagcédo a
concentragdo nominal de 6-nitrodopamina. Uma analise de regressédo linear
ponderada (1/x) foi feita para determinar a curva das linhas de calibragao, intercepto
e coeficiente de correlagao (r) para avaliar a linearidade. O critério de aceitagao para
“r’ foi >0.98. O limite de quantificagdo (LLoQ) foi avaliado através da analise de 7
replicatas da menor concentragédo da curva de calibragdo (0.1 ng/mL) com precisao
de <20%, determinada pelo coeficiente de variagdo (CV%) e a precisdo de 80%-

120% calculada como porcentagem relativa de erro (% RE).

3.8. ANALISE DE DADOS DA QUANTIFICACAO DAS
CATECOLAMINAS

Os dados foram expressos em média + erro padrdao da média do niumero de
experimentos (N). ANOVA de uma via seguido pelo teste de multiplas comparagdes
de Tukey foi utilizado para a andlise dos dados da liberagdo basal das quatro
catecolaminas. Teste T de Student ndo pareado monocaudal foi utilizado para a
analise dos dados da liberagao basal influenciada por ferramentas farmacoldgicas. O

valor de p<0.05 (*) foi considerado significante.

3.9. ESTUDOS FUNCIONAIS

Curvas de concentracao-resposta foram utilizadas para avaliar as forcas
contrateis das vesiculas seminais isoladas de rato quando induzidas por

catecolaminas, na auséncia e na presenga de ferramentas farmacoldgicas.
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3.10. MONTAGEM DO BANHO DE ORGAOS PARA OS ESTUDOS
FUNCIONAIS

Apos a obtencdo do par de vesiculas seminais de rato através do método
descrito anteriormente, cada tira do par passou por uma técnica de amarragédo com
uma linha de costura fina que posicionou um lagco na parte superior € outro na parte
inferior do tecido. Ambas as tiras foram montadas verticalmente numa cuba de vidro
de um banho de érgaos preenchida com 10 mL de solugéo KHS.

O lago da parte inferior da vesicula seminal foi preso num gancho de ferro
que é fixo dentro cuba e o lago da parte superior foi alocado no transdutor
isométrico. A solugao KHS de dentro da cuba foi continuamente alimentada por gas
carbogénio (95% 02, 5% CO2) e mantida a 37°C através de um aquecedor Heated
Circulator (PolyScience, lllinois, EUA). A tira de tecido é equilibrada sob tensdo de
10 mN (milinewtons) durante 45 minutos e a tenséo isométrica é registrada através
de um PowerLab System (ADInstruments, Sydney, Australia) e o registro dos dados
pelo software LabChart™ (versao 8.0, ADInstrument, MA, EUA).

Apos 45 minutos, a tira de tecido passou por uma contragdo teste inicial
induzida por 10uM de noradrenalina que verificou a viabilidade de sua utilizagdo ao
longo do experimento através da forgca contratil exercida pelo tecido montado.
Quando o tecido contraiu acima de 5mN de diferenca da estabilizagdo de 10mN, o
mesmo foi considerado viavel para o experimento. Caso contrario, foi descartado,
pois provavelmente sofreu danos durante o preparo e n&o contrai como deveria,
portanto, nao estaria apto para ser empregado no experimento de contragdo. Nessa
etapa, os as duas tiras montadas foram divididas entre controle e tratado (que foi

experimentado na presenga de ferramentas farmacologicas)
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3.11. CONCENTRACAO-RESPOSTA DAS CURVAS DE
CATECOLAMINAS

As curvas cumulativas de concentragdo-resposta para 6-nitrodopamina
(10nM a 300uM), dopamina (10nM a 300 pM), noradrenalina (10nM a 300uM) e

adrenalina (10nM a 300uM) foram realizadas na vesicula seminal de rato.

3.12. INTERAGCAO DE 6-NITRODOPAMINA COM AS
CATECOLAMINAS NA VESICULA SEMINAL DE RATO

As curvas cumulativas de concentragao-resposta para dopamina (10nM a
300uM), noradrenalina (10nM a 300uM) e adrenalina (10nM a 300uM) foram
realizadas na vesicula seminal de rato na auséncia e presenca de 6-nitrodopamina

(10pM a 100nM, pré-incubada por 30 minutos).

3.13. INTERACAO DE NORADRENALINA COM AS CATECOLAMINAS
NA VESICULA SEMINAL DE RATO

As curvas cumulativas de concentragao-resposta para dopamina (10nM a
300uM) e adrenalina (10nM a 300uM) foram realizadas na vesicula seminal de rato

na auséncia e presencga de noradrenalina (10nM, pré-incubada por 30 minutos).

3.14. INTERAGCAO DE ADRENALINA COM AS CATECOLAMINAS NA
VESICULA SEMINAL DE RATO

As curvas cumulativas de concentragao-resposta para dopamina (10nM a
300uM) e noradrenalina (10nM a 300uM) foram realizadas na vesicula seminal de

rato na auséncia e presenga de adrenalina (10 nM, pré-incubada por 30 minutos).
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3.15. INTERACAO DE DOPAMINA COM AS CATECOLAMINAS NA
VESICULA SEMINAL DE RATO

As curvas cumulativas de concentragdo-resposta para noradrenalina (10nM
a 300uM) e adrenalina (100nM a 300uM) foram realizadas na vesicula seminal de

rato na auséncia e presenga de dopamina (10nM, pré-incubada por 30 minutos).

3.16. EFEITO DA TETRODOTOXINA NA RESPOSTA DE
CONTRACAO DAS CATECOLAMINAS NA VESICULA SEMINAL
DE RATO

As curvas cumulativas de concentragao-resposta para dopamina (10nM a
300uM), noradrenalina (10nM a 300uM) e adrenalina (10nM a 300uM) foram
realizadas na vesicula seminal de rato na auséncia e presenca de tetrodotoxina

(14M, pré-incubada por 30 minutos).

3.17. EFEITO DA TETRODOTOXINA NA INTERACAO DE 6-
NITRODOPAMINA COM CATECOLAMINAS NA VESICULA
SEMINAL DE RATO

As curvas cumulativas de concentragao-resposta para dopamina (10nM a
300uM), noradrenalina (10nM a 300uM) e adrenalina (10nM a 300uM) foram
realizadas na vesicula seminal de rato com tetrodotoxina (1uM, pré-incubada por 30
minutos) na auséncia e presenga de 6-nitrodopamina (100nM, pré-incubada por 30

minutos).
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3.18. EFEITO DA TETRODOTOXINA NA INTERACAO DA DOPAMINA
COM CATECOLAMINAS NA VESICULA SEMINAL DE RATO

As curvas cumulativas de concentragédo-resposta para noradrenalina (10nM
a 300uM) e adrenalina (10nM a 300uM) foram realizadas na vesicula seminal de rato
com tetrodotoxina (1M, pré-incubada por 30 minutos) na auséncia e presenga de

dopamina (10nM, pré-incubada por 30 minutos).

3.19. EFEITO DO L-NAME NAS CONTRACOES INDUZIDAS POR
ESTIMULO ELETRICO NA VESICULA SEMINAL DE RATO

A analise da frequéncia-resposta para estimulo elétrico (4, 8, 16 e 32 Hz) foi
realizada na vesicula seminal de rato na presencga e auséncia de L-NAME (100uM,

pré-incubado por 30 minutos).

3.20. EFEITO DO EPITELIO NAS CONTRACOES INDUZIDAS POR
ESTIMULO ELETRICO NA VESICULA SEMINAL DE RATO

A analise da frequéncia-resposta para estimulo elétrico (4, 8, 16 e 32 Hz) foi
realizada na vesicula seminal de rato 3na auséncia e na presenca do epitélio. Para
realizar o teste com o epitélio, o tecido foi montado como descrito anteriormente.
Para realizar o teste sem o epitélio, foi realizada uma técnica de raspagem para a

remocao do epitélio antes da montagem do tecido na cuba do banho de 6rgaos.

3.21. ANALISE DE DADOS DOS ESTUDOS FUNCIONAIS

Os dados foram expressos em média = erro padrao da média do numero
experimental (N). Os valores de pECso foram determinados com uma andlise de
regressao nao linear através do GraphPad Prism (GraphPad Software, versédo 9.5,

San Diego, Califérnia, USA). Os valores Emax (mN) foram determinados através do
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efeito maximo produzido pela ferramenta farmacolégica que induziu a contragao do
tecido, na maior dose administrada ou frequéncia de estimulo elétrico. Cada animal
proveu duas tiras de vesicula seminal, sendo que uma tira foi utilizada como controle
e a outra passou por tratamento com ferramenta farmacoldégica. ANOVA de uma via
seguido pelo teste de multiplas comparag¢des de Dunnett foi utilizado para a analise
de comparacio dos dados das curvas cumulativas de concentragcao-resposta entre
as quatro catecolaminas. No teste de multiplas comparag¢des de Dunnett, os dados
da 6-nitrodopamina foram utilizados como “controle” para comparagdo com as
demais catecolaminas. Teste T de Student ndo pareado monocaudal foi utilizado
para a andlise dos dados das curvas cumulativas de concentragdo-resposta
influenciadas por ferramentas farmacolégicas. O valor de p<0.05 (*) foi considerado

significante.
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3.22. IMUNO-HISTOQUIMICA

Amostras de vesiculas seminais obtidas de 4 ratos Wistars foram fixadas em
formalina tamponada 10% (FFPE - formalin-fixed/paraffin-embedded) e submetidas
ao processamento histologico automatico (processador automatico de tecidos
Lupetec). Cortes histolégicos de 4um de espessura foram obtidos dos blocos de
parafina contendo as amostras das vesiculas seminais e coradas com
Hematoxilina&Eosina (H&E).

Também foram feitos cortes histolégicos na mesma espessura para as
reacoes de imuno-histoquimica (IHP). Para a IHP, os cortes de tecido foram
desparafinados em xileno e reidratados em uma série de banhos de etanol em
concentragcbes decrescentes, durante 5 minutos cada. Os anticorpos utilizados
nesse estudo foram: anti-S100 (monoclonal de coelho; clone EP32; pronto para uso;
Leica, Biosystems, Sdo Paulo, Brasil), anti-CR (monoclonal de coelho; cddigo de
catalogo ac92341, diluicado 1:100 em PBS, Abcam, Cambridge, UK) e anti-TH
(policlonal de galinha; cédigo de catalogo ac76442; diluicao 1:500 em PBS; Abcam;
Cambridge, USA). A reacgédo de IHP para o anticorpo anti-S100 foi realizada em
equipamento (Bond Max Leica Automated Immunostainer (Leica Biosystems, Séo
Paulo, Brasil), seguindo as recomendagdes do fabricante. A imunodeteccao de TH e
CR foi desenvolvida manualmente, seguindo protocolos padronizados em estudos
anteriores pela equipe.

Com relagao a recuperagao antigénica (para a IHP manual e automatizada),
foi utilizada a solugao tampao citrato pH 6.0 (10mM) em panela a vapor por 20
minutos (a 95°C). Os anticorpos primarios foram incubados durante 2h em
temperatura ambiente (25°C). Depois, as laminas foram lavadas em PBS (2x5 min
cada). Para o anticorpo anti-TH, foram realizados os seguintes passos: (1)
Incubagdo com anticorpo secundario de cabra anti-gama imunoglobulina IgG de
galinha (ac150169, diluicdo 1:500 em PBS, Abcam, USA) por 1 h a temperatura
ambiente; (2) Incubagédo com anticorpo terciario de coelho anti-gama imunoglobulina
IgG (AP106P, diluicdo 1:500 em PBS, Abcam, USA) por 1 hora a temperatura

ambiente.



79

Para a revelagao de todas as amostras com os respectivos anticorpos (anti-
TH e anti-CR) foi utilizado o NovoLink Max Polymer Detection System
(Novocastra/Leica Byosistems), seguindo as instrugbes do fabricante. Para a
deteccdo da expressdo dos marcadores foi utilizado o Diaminobenzidine (DAB
liquido, DakoCytomation, Carpenteria, USA) como cromdgeno. A contracoloragao foi
feita com Hematoxilina de Harris, foram feitas lavagens em &gua corrente e,
posteriormente, as laminas foram desidratadas em uma sequéncia seriada de
alcoois e xilois. A montagem das Iaminas foi feita com Entellan (Merck/Sigma). Em
seguida, as laminas foram analisadas e fotomicrografadas utilizando um microscépio
Trinocular Eclipse 50i (Nikon, Tokyo, Japan) acoplado a uma camera digital CMOS
10MP (AmScope, EUA).

Amostras de cérebro humano fixadas em formalina foram utilizadas como
controle positivo para a presenga de TH, S100 e CR. Ja no controle negativo, o
anticorpo primario foi omitido e as laminas foram incubadas com os diluentes do
anticorpo primario. Isso foi feito para todos os experimentos de imuno-histoquimica
para identificar qualquer reacdo de fundo. Os dados foram analisados por um
médico patologista MD, PhD (AAS) que néo sabia da auséncia ou presenca do
anticorpo primario na amostra sob analise (o observador n&o sabia se analisava uma
amostra incubada com os anticorpos primarios de interesse ou um controle de
omissao de anticorpo primario, pois os rétulos das laminas foram cobertos com um

adesivo removivel).
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3.23. HIBRIDIZAGAO ‘in situ” FLUORESCENTE (FISH)

Para confirmar e validar a expressao e a topografia da proteina TH, foi
avaliada a expressao de mRNA de TH, utilizando o método FISH. Os cortes de
vesicula seminal de rato (N=4) de 4um foram desparafinados em xileno e
reidratados gradualmente através de banhos de etanol de concentragdo
decrescente, durando 5 minutos cada banho. As amostras foram incubadas em
solugdo HCI 0.2 N por 20 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, tratadas
com solugado tampao citrato pH 6.0 (ZytoVision kit, cdédigo de catalogo Z-2028-20,
Alemanha) por 1h a 80°C. Apds esse tempo, as laminas foram incubadas com
pepsina por 8 min a temperatura ambiente para a realizagdo da digestdo enzimatica.

Posteriormente, as laminas foram lavadas com 2XSSC (ZytoVision Kkit,
cédigo de catalogo Z-2028-20, Alemanha) e submetidas a uma sequéncia de banhos
em etanol (75%, 80% e 100% por 2 minutos cada) e secadas a temperatura
ambiente. As laminas foram incubadas com 100uL de sonda para detecgdo de
MRNA TH marcada com o fluoréfolo Fluoresceina 6-FAM na regido 5’ (sequéncia de
nucleotideos da sonda: 5-AACCGCGGGGACATGATGGCCT-3'; RNA Tm = 77.8°C;
cédigo de catalogo VC00021, Sigma/Merck, Alemanha), na concentragcao de 100uM
em agua livre de enzima RNAse por 10 min a 75°C e, overnight a 37°C em
hidrizador Dako (Dako, Denmark).

No dia seguinte, as Idminas foram colocadas em solucdo UREA/0,1Xssc a
45°c por 30 minutos, lavadas com solugdo 2xSSC por 2 minutos e desidratadas em
banhos de etanol 75%, 85% e 100% por 2 minutos cada, e secadas em temperatura
ambiente.

Por fim, as laminas foram montadas em 15 uL de DAPI (do ZytoVision Kit) e
laminula (seladas com Fixogum Rubber Cement, Marabu, Alemanha). Todas as
laminas obtidas pelo método FISH foram analisadas e fotomicrografadas utilizando
um Microscépio Trinocular DM4000 B LED (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
acoplado a uma Camera DFC 310 FX 1.4MP (Leica, Switzerland). O controle
negativo consistiu na omissdo da sonda do mRNA e foi realizado em todos os
experimentos de FISH (um controle negativo/caso) para o controle de qualquer

autofluorescéncia significante.
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LISTA DE ANTICORPOS, REAGENTES E FORNECEDORES

e 6-nitrodopamina e 6-nitrodopamina-d4 foram adquiridas de Toronto Research
Chemical Inc (Toronto, Ontario, Canada).

e Adrenalina, noradrenalina, tetrodotoxina e GKT137831 foram adquiridos da
Cayman Chemical Co (Michigan, EUA).

e Dopamina foi obtida de Sigma-Aldrich Chemical Co (St Louis, Missouri, EUA).

e Cloridrato de Dopamina-d3, cloridrato de DL-noradrenalina-d6 e cloridrato de
adrenalina-d6 foram adquiridas de CDN Isotopes (Quebec, Canada).

e Perdxido de Hidrogénio foi adquirido de Exodo Cientifica (Sumaré, S&ao Paulo,
Brasil).

e Cartuchos Strata™-X 33 mm Polymeric Reversed SPE foram adquiridos de
Phenomenex (Califérnia, EUA).

e Coluna cromatografica GIST-HP C18 foi obtida de Shimadzu (Duisburg,
Alemanha).

o Cloreto de Sodio (NaCl), Cloreto de Potassio (KCI), Cloreto de Calcio (CaCl2),
Sulfato de Magnesio (MgSO4), Bicarbonato de Sdédio (NaHCO3), Fosfato de
Potassio monobasico (KH2PO4) e Dextrose (glucose) foram adquiridas de Merck
KGaA (Darmstadt, Alemanha).

e A composicdo da solucdo de Krebs-Henseleits em mM: NaCL 118, KCI 4.7,
CaCl2 2.5, MgS04 1.2, NaHCO3 25, KH2PO4 1.3 e Dextrose 5.6.

¢ Anti-S100 (monoclonal de coelho; clone EP32; pronto para uso) foi adquirido de
Leica Biosystems (Sao Paulo, Brasil).

¢ Anti-CR (monoclonal de coelho; cédigo de catalogo ac92341, diluicdo 1:100 em
PBS) foi adquirido de Abcam (Cambridge, Reino Unido).

e Anti-TH (policlonal de galinha; cédigo de catalogo ac76442; diluicao 1:500 em
PBS) foi adquirido de Abcam (Cambridge, Reino Unido).

e Anticorpo secundario de cabra anti-gama imunoglobulina 1gG de galinha
(ac150169, diluicdo 1:500 em PBS) foi adquirido de Abcam (California, EUA).

¢ Anticorpo terciario de coelho anti-gama imunoglobulina IgG (AP106P, diluicao
1:500 em PBS) foi adquirido de Abcam (California, EUA).
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Diaminobenzidine (DAB liquido) foi obtido de DakoCytomation, (Carpenteria,
EUA).

Entellan foi adquirido de Merck/Sigma Aldrich (Gillingham, Reino Unido).

Solugéo tampao citrato pH 6.0 (ZytoVision kit, codigo de catélogo Z-2028-20) foi
adquirido de ZytoVision (Bremerhaven, Alemanha).

2XSSC (ZytoVision kit, codigo de catalogo Z-2028-20) foi adquirido de ZytoVision
(Bremerhaven, Alemanha).

Sonda de mRNA TH marcada com o fluor6folo Fluoresceina 6-FAM na regido 5’
(RNA mensageiro de TH com a sequéncia de sonda 5'-
AACCGCGGGGACATGATGGCCT-3". RNA Tm = 77.8°C, na concentracdo de
100uM em &gua livre de enzima RNAse, cddigo de catalogo VC00021) foi
adquirido de Merck/Sigma Aldrich (Gillingham, Reino Unido).

DAPI (ZytoVision kit, cédigo de catalogo Z-2028-20) foi adquirido de ZytoVision
(Bremerhaven, Alemanha).

Fixogum Rubber Cement foi adquirido de Marabu (Berlim, Alemanha).
Hematoxilina&Eosina (H&E).

Formalina tamponada 10% (FFPE - formalin-fixed/paraffin-embedded).

Solucao PBS foi adquirida de Merck/Sigma Aldrich (Gillingham, Reino Unido).
Solugéo HCI 0.2 N. HCL foi adquida de Merck/Sigma Aldrich (Gillingham, Reino
Unido).

Pepsina (ZytoVision kit, cddigo de catdlogo Z-2028-20) foi adquirido de
ZytoVision (Bremerhaven, Alemanha).

Solugdo UREA/0,1Xssc foi adquirida de Merck/Sigma Aldrich (Gillingham, Reino
Unido).

Amostras de cérebro humano controle positivo TH, proteina S100 e CR.

sequéncia seriada de alcoois e xildis.
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4. RESULTADOS

4.1. LIBERACAO BASAL DE 6-NITRODOPAMINA, DOPAMINA,
NORADRENALINA E ADRENALINA EM VESICULA SEMINAL DE
RATO

A vesicula seminal de rato apresentou liberacdo basal das quatro
catecolaminas, porém a 6-nitrodopamina (6-ND) indicou niveis maiores do que a
noradrenalina (NA, p= 0.0002*), adrenalina (ADR, p<0.0001*) e dopamina (DA,
p<0.0001*). Todos os grupos apresentaram n = 23 e foram detectados através de
LC-MS/MS. Graficos dispostos nas figuras 17 e 18 e dados na tabela 1.
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Figura 17 - Liberacdo basal de 6-nitrodopamina (6-ND), noradrenalina (NA), adrenalina
(ADR) e dopamina (DA) na vesicula seminal de rato. Cada ponto representa duas vesiculas

seminais de um unico animal e todos os experimentos foram quantificados por LC-MS/MS.

LOQ - limite de quantificacao (0.1ng/mL).
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Figura 18 - Grafico do teste de Tukey para multiplas comparagdes entre os valores de
liberacdo basal da 6-nitrodopamina, noradrenalina, adrenalina e dopamina na vesicula
seminal de rato. Intervalo de confianga de 95%. Andlise através de ANOVA de uma via
seguido pelo teste de Tukey para multiplas comparac¢ées. Cada ponto representa a diferenca
média de sua respectiva comparacao. p<0.05 (*) foi considerado significante. Valores

dispostos na tabela 1.

Tabela 1 - Liberagéo basal de 6-nitrodopamina (6-ND), noradrenalina (NA), adrenalina (ADR)

e dopamina (DA) na vesicula seminal de rato.

6-ND NA ADR
p (1) n
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Liberagao basal 3.206 0.594 + 0.138 0.229
0.0001* 23
0.762 0.389 0.022 0.059
Diferencga
Teste de Tukey média P (2
(ng/mL)
6-ND vs. NA 2.612 0.0002*
6-ND vs. ADR 3.068 <0.0001*
6-ND vs. DA 2.976 <0.0001*
NA vs. ADR 0.4559 0.8757

NA vs. DA 0.3643 0.9316
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ADR vs. DA 0.09161 0.9988

Todos os experimentos foram quantificados por LC-MS/MS. LOQ - limite de quantificagdo (0.1ng/mL).
Analise através de ANOVA de uma via, que gerou o p (1), seguido pelo teste de Tukey para multiplas
comparagdes, que gerou o p (2). p<0.05 (*) foi considerado significante. Nota-se que a 6-
nitrodopamina apresenta um alto valor de liberacdo basal quando comparado aos valores da

adrenalina, noradrenalina e dopamina na vesicula seminal de rato.
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4.2. EFEITO DA INIBICAO DA SINTESE DE OXIDO NIiTRICO NA
LIBERACAO BASAL DE 6-NITRODOPAMINA, DOPAMINA,
ADRENALINA E NORADRENALINA EM VESICULA SEMINAL DE
RATO

Pré-incubagdo da vesicula seminal de rato com o inibidor de 6xido nitrico
N¥-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME 100 pM, 30 minutos) apresentou reducao
da liberagdo basal de 6-nitrodopamina (figura 19a, p=0.0210*). Quando o
experimento foi realizado com vesiculas seminais adquiridas de ratos tratados
cronicamente com L-NAME (20mg/kg, quatro semanas), a liberagdo de 6-
nitrodopamina também apresentou reducéo (figura 19e, p=0.0368%). A pré-incubacgéao
da vesicula seminal de rato, seguindo as mesmas condigbes de experimentagao,
nao apresentou efeito significante sobre a liberagao basal de dopamina (DA, figura
19b, p=0.3806), noradrenalina (NA, figura 19d, p=0.2770) e adrenalina (ADR, figura
19c¢, p=0.4926). Da mesma maneira e condigbes de experimentacdo, as quantidades
liberadas de dopamina (DA, figura 19f, p=0.3883), noradrenalina (NA, figura 19h,
p=0.3740) e adrenalina (ADR, figura 19g, p=2969) ndo mudaram nas vesiculas
seminais obtidas de animais cronicamente tratados com L-NAME. Graficos dispostos

na figura 19 e valores na tabela 2.
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Figura 19 - Inibicdo da sintese de 6xido nitrico reduz a liberagao basal de 6-nitrodopamina
em vesicula seminal de rato. Figura 19a demonstra a liberagdo basal de 6-nitrodopamina (6-
ND) da vesicula seminal isolada de rato em solugdo de Krebs-Henseleit's na presenca e
auséncia de L-NAME (100 pM). Seguindo as mesmas condigbes, as liberagbes basais de
dopamina (figura 19b), adrenalina (figura 19c) e noradrenalina (figura 19d) sdo demonstradas.
Figura 19e demonstra a liberacdo basal de 6-nitrodopamina da vesicula seminal de rato
obtida de animais controle e animais tratados cronicamente com L-NAME. Seguindo as
mesmas condicdes, as liberacdes basais de dopamina (figura 19f), adrenalina (figura 19g) e
noradrenalina (figura 19h) s&o demonstradas. Cada ponto representa duas vesiculas
seminais de um unico animal e todos os experimentos foram quantificados por LC-MS/MS.
LOQ - limite de quantificacdo (0.1ng/mL). Analise entre a liberagédo basal controle e tratado
(ou cronicamente tratado) deu-se através de teste T de Student ndo pareado monocaudal.

p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.3. EFEITO DA TETRODOTOXINA NA LIBERACAO BASAL DA 6-
NITRODOPAMINA, DOPAMINA, NORADRENALINA E
ADRENALINA NA VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubagao da vesicula seminal de rato com tetrodotoxina (TTX 1 uM, 30
min) nao apresentou efeito significativo na liberagcao basal de 6-nitrodopamina (figura
20a, p=0.3971), assim como em dopamina (figura 20b, p=0.3759), noradrenalina
(figura 20c, p=0.4939) e adrenalina (figura 20d, p=0.0605). Graficos dispostos na

figura 20 e valores na tabela 2.
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Figura 20 - Efeito da tetrodotoxina na liberacdo basal de 6-nitrodopamina, dopamina,
noradrenalina e adrenalina na vesicula seminal de rato. Fonte: elaborado pelo autor (2024).
Figura 20a demonstra a liberacdo de 6-nitrodopamina (6-ND) em vesicula seminal isolada de
rato em solugdo de Krebs-Henseleit's na presenga e auséncia de tetrodotoxina (TTX 1 uM).
Seguindo as mesmas condigbes, as liberagcbes basais de dopamina (figura 20b),
noradrenalina (figura 20c) e adrenalina (figura 20d) sdo demonstradas. Cada ponto
representa duas vesiculas seminais de um unico animal e todos os experimentos foram
quantificados por LC-MS/MS. LOQ - limite de quantificagdo (0.1ng/mL). Analise entre a
liberagdo basal controle e tratado deu-se através de teste T de Student ndo pareado

monocaudal. p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.4. EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO NA LIBERACAO
BASAL DE 6-NITRODOPAMINA, NORADRENALINA E
DOPAMINA NA VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubagéo da vesicula seminal de rato com perdxido de hidrogénio (H202
100 uyM, 30min) aumentou a liberacdo basal de 6-nitrodopamina (figura 21a,
p=0.0003*) e dopamina (figura 21c, p=0.0135), mas nao afetou a liberagdo basal de
noradrenalina (figura 21b, p=0.4449). Graficos dispostos na figura 21 e valores na
tabela 2.
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Figura 21 - Efeito do peroxido de hidrogénio na liberacdo basal de 6-nitrodopamina,
noradrenalina e dopamina na vesicula seminal de rato. Figura 21a demonstra a liberagao
basal de 6-nitrodopamina (6-ND) na vesicula seminal de rato em solugdo de Krebs-
Henseleit's na presenga e auséncia de H202 (100 yM). Seguindo as mesmas condi¢des, as
liberagdes basais de noradrenalina (figura 21b) e dopamina (figura 21c) sdo demonstradas.
Cada ponto representa duas vesiculas seminais de um unico animal e todos os experimentos
foram quantificados por LC-MS/MS. LOQ - limite de quantificagéo (0.1ng/mL). Andlise entre a
liberacdo basal controle e tratado deu-se através de teste T de Student ndo pareado

monocaudal. p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.5. EFEITO DO GKT137831 NA LIBERACAO BASAL DE 6-
NITRODOPAMINA, NORADRENALINA E DOPAMINA NA
VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubagdo da vesicula seminal de rato com inibidor de NOX1/4
GKT137831 (1 uM, 30 min) apresentou aumento significativo na liberagcao basal de
6-nitrodopamina (figura 22a, p=0.0167*), mas nao afetou de forma significativa a
liberagcdo basal da noradrenalina (figura 22b, p=0.1383) e dopamina (figura 22c,

p=0.3552). Graficos dispostos na figura 22 e valores na tabela 2.
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Figura 22 - Efeito do GKT137831 na liberagdo basal de 6-nitrodopamina, noradrenalina e
dopamina na vesicula seminal de rato. Figura 22a demonstra a liberacdo basal de 6-
nitrodopamina (6-ND) na vesicula seminal isolada de rato em solugdo de Krebs-Henseleit's
na presenga e auséncia de GKT137831 (1 pM). Seguindo as mesmas condigbes, as
liberagdes basais de noradrenalina (figura 22b) e dopamina (figura 22c) sdo demonstradas.
Cada ponto representa duas vesiculas seminais de um unico animal e todos os experimentos
foram quantificados por LC-MS/MS. LOQ - limite de quantificagéo (0.1ng/mL). Analise entre a
liberagdo basal controle e tratado deu-se através de teste T de Student ndo pareado
monocaudal. p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.6. EFEITO DA PRESENCA E AUSENCIA DO EPITELIO NA
LIBERAGCAO BASAL DE 6-NITRODOPAMINA, NORADRENALINA
E DOPAMINA

A remocdo do epitélio da vesicula seminal de rato apresentou efeito
significativo na liberacdo basal de 6-nitrodopamina (figura 23a, p=0.0095%),
noradrenalina (figura 23b, p=0.0001*) e dopamina (figura 23c, p=0.0120*). Graficos

dispostos na figura 23 e valores na tabela 2.
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Figura 23 - Efeito da presenca e auséncia do epitélio na liberagédo basal de 6-nitrodopamina,
noradrenalina e dopamina na vesicula seminal de rato. Figura 23a demonstra a liberacao de
6-nitrodopamina (6-ND) em vesicula seminal isolada de rato em solu¢do de Krebs-Henseleit's
na presencga e auséncia do epitélio. Seguindo as mesmas condigdes, as liberagdes basais de
noradrenalina (figura 23b) e dopamina (figura 23c) sdo demonstradas. Cada ponto representa
duas vesiculas seminais de um Unico animal e todos os experimentos foram quantificados por
LC-MS/MS. LOQ - limite de quantificacdo (0.1ng/mL). Andlise entre a liberacao basal controle
e tratado deu-se através de teste T de Student ndo pareado monocaudal. p<0.05 (*) foi

considerado significante.
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Tabela 2 - Liberagdo de 6-nitrodopamina (6-ND), dopamina (DA), noradrenalina (NA) e
adrenalina (ADR) em vesicula seminal de rato sob agdo de diferentes ferramentas

farmacoldégicas.



DA

(ng/mL)

Controle 0.493
0.226

L-NAME 0.636
100 uM 0.405

Controle 0.337
0.203

Tratamento 0.431 +

crénico 0.250

L-NAME

Controle 0.294 +
0.135

TTIX1uM 0.249 +
0.037

Controle 0.122 +
0.039

H20:2 0.392 +
100 uM 0.105

Controle 0.886 +
0.358

GKT137831 0.742 +
1uM 0.113

Epitélio+ 0.280
0.074

Epitélio - 0.095
0.013

0.3806

0.3883

0.3759

0.0135*

0.3552

0.0120*

NA
(ng/mL)
1.487 +

1.087
0.790
0.372
0.470
0.319
0.659
0.475

0.159 +
0.078
0.161
0.084
0.160 +
0.044
0.169 +
0.041
0.138 +
0.020
0.169 +
0.018
0.103 =
0.018
0.017
0.007

0.2770

0.3740

0.4939

0.4449

0.1383

0.0001*

ADR P
(ng/mL)
0.329 +
0.244
0.335+ 0.4926
0.245
0.140
0.047
0.234 + 0.2969
0.165

0.200 +
0.018

0.246 £+ 0.0605
0.022

LOQ - Limite de quantificagao (0.1ng/mL)

6-ND
(ng/mL)
2.288 +
0.735
0.583 =
0.201
1.420
0.474
0.431 %
0.142

5.212
1.644
6.036 *
2.635
0.773 =
0.056
1.597 *
0.189
0.793 =
0.254
4.309 +
1.346
4322 +
1.376
0.689 +
0.307
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P

0.0210*

0.0368*

0.3971

0.0003*

0.0167*

0.0095*

Todos os experimentos foram quantificados por LC-MS/MS. LOQ - limite de quantificagéo

(0.1ng/mL). Dados expressos como média + erro padrdo da média em ng/mL. Analise entre a

liberagao basal do controle e o seu respectivo tratamento deu-se através de teste T de Student ndo
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10

10

10
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pareado monocaudal. p<0.05 (*) foi considerado significante. Nota-se que a liberagao de 6-
nitrodopamina ¢é influenciada por L-NAME (em tratamento agudo e crénico), H202 100 yM,
GKT137831 1 uM e pela remocao do epitélio, porém a acao da TTX 1 yM ndo afeta a liberacdo de

forma consideravel.

4.7. CONTRACOES INDUZIDAS POR 6-ND, DOPAMINA,
NORADRENALINA E ADRENALINA EM VESICULA SEMINAL DE
RATO

6-Nitrodopamina (10nM a 300uM), dopamina (10nM a 300 pM),
noradrenalina (10nM a 300 uM) e adrenalina (10nM a 300 yM) causaram contragdes
concentragao-dependente na vesicula seminal de rato (figura 24). A pEC50 da 6-
nitrodopamina (3.713 = 0.185) foi menor que a noradrenalina (5.215 + 0.114,
p=0.3532), adrenalina (5.344 + 0.144, p=0.4751) e dopamina (4.448 + 0.151,
p=0.7903). O Emax da 6-nitrodopamina (7.911 + 1.552) ndo apresentou diferenca
significante quando comparado a noradrenalina (9.946 * 1.305, p=0.7133),
adrenalina (8.764 = 1.570, p=0.9671) e dopamina (10.214 + 2.044, p=0.6350).
Graficos dispostos nas figuras 24 e 25 e valores na tabela 3. Nas curvas de
contracdo concentracdo-dependentes induzidas pela 6-nitrodopamina 10nM a
300uM em vesicula seminal isolada de rato, os dados apontam valores de pEC50 e
Emax da 6-nitrodopamina menores do que os valores obtidos através das curvas de
contracdo concentracdo-dependentes da noradrenalina, adrenalina e dopamina,

porém os valores p ndo atingiram significancia.
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Figura 24 - Curvas de contracdo concentragdo-dependentes em vesicula seminal de rato
induzidas por 6-nitrodopamina (6-ND 10nM a 300uM), dopamina (DA 10nM a 300uM),
noradrenalina (NA 10nM a 300uM) e adrenalina (ADR 10nM a 300uM). Grafico das curvas de
contragéo concentragao-dependentes induzidas por 6-nitrodopamina (6-ND 10nM a 300uM),
dopamina (DA 10nM a 300 uM), noradrenalina (NA 10nM a 300 uM) e adrenalina (ADR 10nM
a 300 uM) em vesicula seminal de rato. O conjunto de vesiculas seminais de cada animal
forneceu duas tiras de tecido para experimentacdo, mas as duas tiras do mesmo conjunto
passaram obrigatoriamente por experimentos diferentes. Portanto, duas vesiculas seminais
do mesmo animal ndo foram utilizadas para realizar curvas de contragdo concentragao-
dependentes do mesmo agonista. Dados expressos como média + erro padrao da média de
contragéo (mN) induzida por cada dose de agonista e curvas tragadas através de analises de

regressao nao linear. p<0.05 (*) foi considerado significante. Valores dispostos na tabela 3.
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Figura 25 - Grafico do teste de multiplas comparagdes de Dunnett entre os valores da pEC50
e Emax obtidos através das curvas de contragdo concentragdo-dependentes induzidas por 6-
nitrodopamina (6-ND 10nM a 300uM), noradrenalina (NA 10nM a 300uM), adrenalina (ADR
10nM a 300uM) e dopamina (DA 10nM a 300uM). Analise através de ANOVA de uma via
seguido pelo teste de multiplas comparagdes de Dunnett. Cada ponto representa a diferenca

média de sua respectiva comparacgdo. p<0.05 (*) foi considerado significante. Valores

dispostos na tabela 1.
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Tabela 3 - pEC50 e EMAX das contra¢des induzidas pela 6-nitrodopamina (6-ND 10nM a
300uM), noradrenalina (NA 10nM a 300 uM), adrenalina (ADR 10nM a 300 uM) e dopamina
(DA 10nM a 300 pyM) em vesicula seminal de rato.

6-nitrodopamina 300uM
6-ND NA ADR DA p(1) n
5.215
PEC50 3.713 % 5344 + 4448 +
(log[M]) 0.185 i 0.144 0.151 04960 8
o : : :
9 0.114
9.946
Emax 7.911% 8.764+ 10.214
+ 0.7359 8
(mN) 1.552 1.570 1+ 2.044
1.305
PEC50 Emax
Teste Diferenca Teste Diferenca
de média P (2) de média P (3)
Dunnet (log[M]) Dunnet  (mN)
6-ND 6-ND
1.138 0.7903 2.303 0.6350
vs. DA vs. DA
6-ND 6-ND
2152  0.3532 2.034 0.7133
vs. NA vs. NA
6-ND 6-ND
vs. 1.844  0.4751 Vvs. 0.853 0.9671

ADR ADR
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pEC50 foi determinada através da analise de regressdo nao linear da EC50. Emax (mN) é o
efeito maximo produzido pela droga na maior dose administrada. N representa o numero de
animais utilizados no estudo, sendo que cada animal contribuiu com um conjunto de
vesiculas seminais de duas tiras de tecido para experimentagdo. Como regra, duas tiras do
mesmo par foram utilizadas para curvas de contragdo concentragdo-dependentes de
diferentes ferramentas farmacoldgicas. Analise através de ANOVA de uma via, que gerou o p
(1), seguido pelo teste de mudultiplas comparagdes de Dunnett, que gerou o p (2) para os

dados da pEC50 e o p (3) para os dados da Emax. p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.8. EFEITO DA PRE-INCUBACAO DA 6-NITRODOPAMINA NAS
CONTRACOES CONCENTRAGCAO-DEPENDENTES INDUZIDAS
POR NORADRENALINA, ADRENALINA E DOPAMINA EM
VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubacgéo da vesicula seminal de rato com 6-nitrodopamina (10pM, 30
min) ndo apresentou efeito significativo sobre a pEC50 e Emax das contragbes
concentracao-dependentes induzidas pela noradrenalina (figura 26a, p=0.4298 e
p=0.2088, respectivamente) ou adrenalina (figura 26b, p=3907 e p=0.2891,
respectivamente). Elevando a concentragdo da pré-incubagdo da 6-nitrodopamina
(100pM, 30 min) neste mesmo tecido, os dados demonstraram um efeito nao
significativo na pEC50 e Emax das contragdes induzidas pela noradrenalina (figura
26¢, p=0.1914 e p=0.1028, respectivamente) e dopamina (figura 26e, p=04694 e
p=0.4319, respectivamente), enquanto na adrenalina ndo houve um aumento
significativo da pEC50, porém houve no Emax (figura 26d, p=0.1888 e p=0.0248*,
respectivamente). A pré-incubagdo com 6-nitrodopamina (1nM, 30 min) apresentou
efeito ndo significativo sobre a pEC50, porém significativo sobre o Emax das
contragdes induzidas pela noradrenalina (figura 26f, p=0.0881 e p=0.0002%,
respectivamente), adrenalina (figura 26g, p=0.1840 e p=0.0215*, respectivamente) e
dopamina (figura 26h, p=0.2382 e p=0.0355*, respectivamente) na vesicula seminal
de rato. As pré-incubagbes com 6-nitrodopamina (10nM e 100nM, 30 min) também
nao apresentaram efeitos significativos sobre a pEC50, porém significativos sobre o
Emax das contragdes induzidas por noradrenalina (figura 26i, p=0.2415 e p=0.0206%,
respectivamente; e figura 261, 0.1565 e p=0.0058*, respectivamente), adrenalina
(figura 26j, p=0.2448 e p=0.0324*, respectivamente; e figura 26m, p=0.0112%) e
dopamina (figura 26k, p=0.2361 e p=0.0264%, respectivamente; e figura 26n,
p=0.2907 e p=0.0317*, respectivamente), mas nao apresentaram efeitos maiores do
gue a concentragao anterior de 6-nitrodopamina (1nM, 30 min). Graficos dispostos

na figura 26 e os valores pECso0, Emax, N e p na tabela 4.
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Figura 26 - Efeito da 6-nitrodopamina (6-ND 10pM, 100pM, 1nM, 10nM e 100nM) nas
contragbes concentragdo-dependentes induzidas por noradrenalina (NA 10nM a 300 pM),
adrenalina (ADR 10nM a 300 pM) e dopamina (DA 10nM a 300 uM) na vesicula seminal de
rato. Graficos das curvas de contragdo concentracao-dependentes induzidas por ferramenta
farmacolégica, comparando o controle com o respectivo tratamento em vesicula seminal de
rato. Noradrenalina (NA 10nM a 300uM) com pré-incubagdo (30 min) de 6-nitrodopamina (6-
ND) nas concentragbes de 10pM (figura 26a), 100pM (figura 26c), 1nM (figura 26f), 10nM
(figura 26i) e 100nM (figura 26l). Adrenalina (ADR 10nM a 300uM) com pré-incubagéo (30
min) de 6-nitrodopamina (6-ND) nas concentragdes de 10pM (figura 26b), 100pM (figura 26d),
1nM (figura 26g), 10nM (figura 26j) e 100nM (figura 26m). Dopamina (DA 10nM a 300uM)
com pré-incubacao (30 min) de 6-nitrodopamina (6-ND) nas concentracdes de 100pM (figura
26e), 1nM (figura 26h), 10nM (figura 26k) e 100nM (figura 26n). O conjunto de vesiculas
seminais de cada animal forneceu duas tiras de tecido para experimentagéo, sendo utilizadas
uma para controle e outra para o respectivo tratamento. Dados expressos como média + erro
padrdo da média de contracdo (mN) induzida por cada dose de agonista e curvas tragcadas
através de andlises de regresséo ndo linear. p<0.05 (*) foi considerado significante. Valores

dispostos na tabela 4.
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Tabela 4 -

dependentes induzidas por noradrenalina, adrenalina e dopamina em vesicula seminal de

Poténcia (pEC50) e resposta maxima (Emax) das curvas concentracao-

rato na presenca de 6-nitrodopamina (10pM, 100pM, 1nM, 10nM e 100nM)

Noradrenalina PECS0 p(1) Emax (mN) P (2) n
(log[M])
Controle 5.002 + 0.129 7.680 = 1.300 8
6-ND 10pM  4.883 +0.083 0.4298 9.007 £0.912 0.2088 8
Controle 5.388 + 0.1859 8.158 + 1.855 6
6-ND 100pM 5.401 £0.1715 0.1914 12.684 +2.780 0.1028 6
Controle 5.557 £ 0.1623 5.449 + 0.966 6
6-ND 1nM 5.5635+0.082 0.0881 11.765+0.779 0.0002* 6
Controle 5.240 + 0.082 11.706 + 1.069 5
6-ND 10nM  5.263 +0.090 0.2415 16.417 £1.619 0.0206* 5
Controle 5.330 + 0.092 8.787 £ 0.773 5
6-ND 100nM 5417 +£0.083 0.1565 14.538 +1.586 0.0058* 5
Adrenalina PECS0 p (1) Ewmax (mN) P (2) n
(log[M])
Controle 5.295 + 0.1045 11.010 £ 1.536 6
6-ND 10pM 5.262 £+ 0.1707 0.3907 12.951 +£3.007 0.2891 6
Controle 5.440 + 0.087 6.890 + 0.785 6
6-ND 100pM 5.453 +0.130 0.1888 11.987 +£2.143 0.0248* 6
Controle 5.365 + 0.177 8.100 + 1.846 6
6-ND 1nM 5.282+0.123 0.1840 14.787 +2.217 0.0215* 6
Controle 5.357 £ 0.111 11.920 + 1.492 6
6-ND 10nM  5.277 +0.102 0.2448 17.618 £2.307 0.0324* 6
Controle 5.136 + 0.244 6.464 + 1.305 7
6-ND 100nM 5.310+£0.139 0.0793 12.814 +£2.045 0.0112* 7
Dopamina PECS50 p(1) Emax (mN) P (2) n
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(log[M])
Controle 4.467 +0.1664 10.283 £ 2.359 7
6-ND 100pM 4.521 +0.117 0.4694 10.765+1.406 0.4319 7
Controle 4.555 + 0.086 9.810 £ 0.807 7
6-ND 1nM 4.650 +0.142 0.2382 16.109 +3.076 0.0355* 7
Controle 4.848 +0.151 9.802 £ 1.352 6
6-ND 10nM  4.957 +0.145 0.2361 14.755+1.806 0.0264* 6
Controle 4.272 + 0.091 12.460 = 0.823 5
6-ND 100nM  4.265 +0.149 0.2907 19.082 +£2.964 0.0317* 5

pECso foi determinada através da analise de regressao nao linear da EC50. Emax (mN) € o
efeito maximo produzido pela droga na maior dose administrada. N representa o numero de
animais utilizados no estudo, sendo que cada animal contribuiu com um conjunto de
vesiculas seminais de duas tiras de tecido para experimentagdo. Uma tira foi utilizada para
controle e a outra para a respectiva pré-incubagao. Analise entre as contragdes controle e a
respectiva pré-incubacao deu-se através do teste T de Student ndo pareado monocaudal que,
a partir dos dados pEC50 (log[M]) gerou o p (1) e, a partir dos dados Emax(mN), gerou o p

(2). p<0.05 (*) foi considerado significante.
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49. EFEITO DA PRE-INCUBACAO DE NORADRENALINA,
ADRENALINA E DOPAMINA NAS CONTRACOES INDUZIDAS
EM VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubagdo da vesicula seminal de rato com noradrenalina (10nM, 30
min) ndao apresentou efeito significativo sobre a pEC50 e o Emax das contracdes
concentragcao-dependentes induzidas por dopamina (figura 27a, p=0.4694 e
p=0.3943, respectivamente) ou adrenalina (figura 27b, p=0.3973 e p=0.2886,
respectivamente).

Pré-incubacgéo da vesicula seminal de rato com adrenalina (10nM, 30 min)
nao apresentou efeito significativo sobre a pEC50 e o Emax das contragbes
concentragao-dependentes induzidas por noradrenalina (figura 27c, p=0.4407 e
p=0.2993, respectivamente) ou dopamina (figura 27d, p=0.4796 e p=0.4509,
respectivamente). Ja a pré-incubagcdo com dopamina (10nM, 30 min) ndo
apresentou efeito significativo sobre a pEC50, porém significativo sobre o Emax das
contragdes induzidas por noradrenalina (figura 27e, p=0.3697 e p=0.0496%,
respectivamente) e adrenalina (figura 27f, p=0.1851 e p=0.0149*, respectivamente)
em vesicula seminal de rato. Graficos dispostos na figura 27 e os valores pECso,

Ewmax, N e p na tabela 5.
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adrenalina(10nM) e

dopamina(10nM) nas contragdes concentragdo-dependentes induzidas em vesicula seminal

de rato. Graficos das curvas de contracdo concentracdo-dependentes induzidas por

ferramentas farmacolégicas, comparando o controle com o respectivo tratamento em vesicula
seminal de rato. Contrag&o induzida por dopamina (10nM a 300uM) com pré-incubagéo (30

min) de noradrenalina (10nM, figura 27a) e adrenalina (10nM, figura 27d). Contracdo induzida
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por adrenalina (10nM a 300pM) com pré-tratamento (30 min) de noradrenalina (10nM, figura
27b) e dopamina (10nM, figura 27f). Contragéo induzida por noradrenalina (10nM a 300uM)
com preé-tratamento (30 min) de adrenalina (10nM, figura 27c) e dopamina (10nM, figura 27e).
O conjunto de vesiculas seminais de cada animal forneceu duas tiras de tecido para
experimentacado, sendo utilizadas uma para controle e outra para o respectivo tratamento.
Dados expressos como média + erro padréo da média de contragao (mN) induzida por cada
dose de agonista e curvas tragadas através de analises de regressdo néo linear. p<0.05 (*)

foi considerado significante. Valores dispostos na tabela 5.
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Tabela 5 - A poténcia (pEC50) e a resposta maxima (EMAX) das curvas de contragao
concentragcdo-dependentes induzidas por dopamina, noradrenalina e adrenalina em vesicula

seminal de rato na presenca de dopamina(10nM), noradrenalina(10nM) e adrenalina(10nM).

Dopamina PEC50
10nM a 300uM (log[M]) Pl Enax (mh) P2 "
Controle 4.482 + 0.2860 9.275+2.777 6
NA 10nM 4392 +0.2063 0.4694 10.215+1.985 0.3943 6
Controle 3.938 £ 0.1892 11.384 +2.120 5
ADR 10nM  4.052 £0.2528 0.4796 10.923 +2.932 0.4509 5

Noradrenalina PEC50
1onmazooum  (log[M]) oy Emeny b
Controle 4.938 + 0.086 12.353 + 1.402 6
ADR 10nM 4992 £+ 0.1293 0.4407 11.121+1.781 0.2993 6
Controle 5.228 + 0.1484 11.902 + 2.285 4
DA 10nM 4747 £0.076 0.3697 17.856 +2.029 0.0496* 4

Adrenalina PEC50
10nM a 300uM (log[M]) P (1) Emax (mN) P2 !
Controle 5.178 £ 0.1187 9.359 +1.279 8
NA 10nM 5106 £ 0.1275 0.3973 8.346+1.231  0.2886 8
Controle 5.153 £ 0.0888 13.376 £ 1.457 5
DA 10nM 5.047 £0.1180 0.1851 24.061 +3.779 0.0149* 5
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pECso foi determinada através da analise de regressao nao linear da EC50. Emax (mN) é o
efeito maximo produzido pela droga na maior dose administrada. N representa o numero de
animais utilizados no estudo, sendo que cada animal contribuiu com um conjunto de
vesiculas seminais de duas tiras de tecido para experimentagdo. Uma tira foi utilizada para
controle e a outra para a respectiva pré-incubacéo. Analise entre as contragdes controle e a
respectiva pré-incubacgao deu-se através do teste T de Student ndo pareado monocaudal que,
a partir dos dados pEC50 (log[M]) gerou o p (1) e, a partir dos dados Emax(mN), gerou o p

(2). p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.10. EFEITO DA TETRODOTOXINA NAS CONTRAGCOES INDUZIDAS
EM VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubacdo do bloqueador de canal de sédio voltagem-dependente
tetrodotoxina (TTX 1uM, 30 min) isolado ou associado com 6-nitrodopamina (TTX
1uM + 6-nitrodopamina 100nM, 30 min) em vesicula seminal de rato ndo apresentou
efeito significativo sobre a pEC50 o Emax das contragdes induzidas por
noradrenalina (figura 28a, p=0.9932 e p=0.9716, respectivamente), adrenalina
(figura 28c, p=0.8249 e p=0.6082, respectivamente) e dopamina (figura 28e,
p=0.9125 e p=0.2301, respectivamente). A pré-incubagao simultdnea (30 min) de
TTX (1uM) e dopamina (DA 10nM) nao apresentou efeito significativo sobre a pEC50
e 0 Emax das contracbes concentracdo-dependentes induzidas por noradrenalina
(figura 28b, p=0.4449 e 0.4554, respectivamente) e adrenalina (figura 28d, p=0.3629
e p=0.2262, respectivamente) em vesicula seminal de rato. Graficos dispostos na

figura 28 e os valores pECso, Emax, N e p na tabela 6.
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Figura 28 - Efeito da tetrodotoxina nas contragbes concentragdo-dependentes induzidas por
noradrenalina (NA), adrenalina (ADR) e dopamina (DA) em vesicula seminal de rato. Graficos
das curvas de contracdo concentragdo-dependentes induzidas por ferramentas
farmacolégicas, comparando o controle com o respectivo tratamento em vesicula seminal de
rato. Contracdo induzida por Noradrenalina (10nM a 300pM) com pré-incubagéo (30 min) de
tetrodotoxina (TTX 1uM, figura 28a), TTX associado a 6-nitrodopamina (1uM e 100nM,
respectivamente, figura 28a) e TTX associado a dopamina (1uM e 10nM, respectivamente, 30
min, figura 28b). Contragéo induzida por adrenalina (10nM a 300uM) com pré-incubagéo (30
min) de TTX (1uM, figura 28c), TTX associado a 6-nitrodopamina (1uM e 100nM,
respectivamente, figura 28c) e TTX associado a dopamina (1uM e 10nM, respectivamente,
figura 28d). Contragéo induzida por dopamina (10nM a 300uM) com pré-incubagao (30 min)
de TTX (1uM) e TTX associado a 6-nitrodopamina (1uM e 100nM, respectivamente, figura
28e). O conjunto de vesiculas seminais de cada animal forneceu duas tiras de tecido para
experimentacado, sendo utilizadas uma para controle (nos experimentos das figuras 28b e
28d, TTX 1uM ao invés de controle) e outra para o respectivo tratamento. Dados expressos
como média * erro padrdo da média de contracado (mN) induzida por cada dose de agonista e
curvas tracadas através de andlises de regressdo nao linear. p<0.05 (*) foi considerado

significante. Valores dispostos na tabela 6.
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Tabela 6 - A poténcia (pEC50) e a resposta maxima (EMAX) das curvas concentragao-
dependentes da noradrenalina e adrenalina em vesicula seminal de rato na presenca da

tetrodotoxina e associagoes.

Noradrenalina (10nM a 300uM)

TTX 1uM +
TTX 1uM +
controle TTX 1 uM 6ND P
DA 10nM
100nM
5.328 +
PECS50 (log[M]) 5.207 + 0.080 5.266 +0.1170 e - 0.9932
11.339 £
Emax (mN) 11.002 +0.866 11.349 + 1.632 - 0.9716
0.801
EC50 (log[M]) 5.121+0.1170 5020 % 0.4449
(o) - : + 0. - .
P g 0.1200
16.127
Emax (mN) - 156.5634 + 2.523 - 0.4554
2.481
Adrenalina (10nM a 300uM)
5.341 +
PECS50 (log[M]) 5.329 + 0.1470 5.374 + 0.1867 AT - 0.8249
8.630 £
Emax (mN)  8.829 + 1.588 6.670 + 1.404 - 0.6082
1.973
EC50 (log[M]) 5.330+0.1013 0030 % 0.3629
o - ] + 0. - ]
P I 0.1006
156.432 +
Emax (mN) - 13.693 + 1.544 - 0.2262
1.544
Dopamina (10nM a 300uM)
4.911
PECS50 (log[M]) 4.657 + 0.0892 4.800 + 0.1333 PP - 0.9125

Emax (mN) 8904 +0.558 6.878+0.884 7.579+ - 0.2301
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pECso foi determinada através da analise de regressao nao linear da EC50. Emax (mN) é o
efeito maximo produzido pela droga na maior dose administrada. N representa o numero de
animais utilizados no estudo, sendo que cada animal contribuiu com um conjunto de
vesiculas seminais de duas tiras de tecido para experimentagdo. Uma tira foi utilizada para
controle (nos experimentos das figuras 26b e 26d, TTX 1uM ao invés de controle) e a outra
para a respectiva pré-incubacdo. Analise entre as contragbes controle e a respectiva pré-
incubacdo deu-se através do teste T de Student n&o pareado monocaudal que gerou os
respectivos valores p a partir dos dados pEC50 (log[M]) e dados Emax(mN). p<0.05 (*) foi

considerado significante.

EFEITO DO L-NAME NAS CONTRACOES INDUZIDAS POR
ESTIMULO ELETRICO NA VESICULA SEMINAL DE RATO

Pré-incubagéo do inibidor da sintese de 6xido nitrico L-NAME (100uM, 30

min) em vesicula seminal de rato ndo apresentou efeito significativo sobre o Emax

das contragbes induzidas por estimulo elétrico (60v, 0.1ms) em 4Hz (p=0.0705),
porém significativo em 8, 16 e 32Hz (p=0.0305*, 0.0032* e 0.0005%,

respectivamente). Visto que a ferramenta farmacoldgica pré-incubada afeta a acéo

da enzima O6xido nitrico sintase, esse resultado demonstrou a importancia da

biodisponibilidade de 6xido nitrico nas contragbes deste tecido. Grafico disposto na

figura 29 e os valores Emax, N e p na tabela 7.
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Figura 29 - Efeito do L-NAME nas contra¢des frequéncia-dependentes induzidas por estimulo
elétrico na vesicula seminal de rato. Grafico das contragbes frequéncia-dependentes
induzidas por estimulo elétrico (60v, 0.1ms) em 4, 8, 16 e 32Hz, comparando o controle com
a pré-incubagao de L-NAME 100uM em vesicula seminal de rato. O conjunto de vesiculas
seminais de cada animal forneceu duas tiras de tecido para experimentagao, sendo utilizadas
uma para controle e outra a pré-incubacao. Dados expressos como média £ erro padrao da
média de contragdo (mN) induzida por cada frequéncia aplicada. Andlise através do teste T
de Student ndo pareado monocaudal entre o controle e tratado de cada frequéncia. p<0.05 (*)

foi considerado significante. Valores dispostos na tabela 8.

Tabela 7 - A resposta maxima (EMAX) das curvas de contragdo induzidas por estimulo

elétrico em vesicula seminal de rato na presenca e auséncia de L-NAME.

Estimulo elétrico (60v) Emax (mN) p n
4Hz

Controle 1.848 £ 0.917 8

L-NAME 100uM 0.414 £ 0.063 0.0705 8
8Hz

Controle 3.216 £ 1.180 8

L-NAME 100uM 0.788 £ 0.169 0.0305* 8

16Hz
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Controle 5.466 £ 0.891 8
L-NAME 100uM 2.197 £ 0.495 0.0032* 8
32Hz

Controle 10.302 £ 1.472 8
L-NAME 100uM 3.864 + 0.537 0.0005* 8

Emax (MmN) é o efeito maximo de contragéo produzido pelo estimulo elétrico em sua respectiva
frequéncia (Hz). N representa o niUmero de animais utilizados no estudo, sendo que cada
animal contribuiu com um conjunto de vesiculas seminais de duas tiras de tecido para
experimentacdo. Uma tira foi utilizada para controle e a outra para a pré-incubagéo do L-
NAME 100uM. Dados expressos como média + erro padrdo da média de contragdo (mN)
induzida por cada frequéncia aplicada. Analise através do teste T de Student ndo pareado
monocaudal entre o controle e tratado de cada frequéncia. p<0.05 (*) foi considerado

significante.

4.12. EFEITO DO EPITELIO NAS CONTRACOES INDUZIDAS POR
ESTIMULO ELETRICO NA VESICULA SEMINAL DE RATO

O epitélio colunar simples reveste a vesicula seminal e as células
glandulares presentes nesse epitélio sdo responsaveis por secretar substancias
importantes para os espermatozoides, como frutose, citrato e prostaglandinas. A
remogao do epitélio na vesicula seminal de rato ndo apresentou efeito significativo
sobre o Emax das contra¢des induzidas por estimulo elétrico (60v, 0.1ms) em 4 e
8Hz (p=0.1350 e p=0.0948, respectivamente), porém significativa em 16 e 32Hz
(p=0.0148* e p=0.0051*, respectivamente), demonstrando a importadncia dessa
camada celular nas contracbes deste tecido. Grafico disposto na figura 30 e os

valores Emax, N e p na tabela 8.
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Figura 30 - Efeito do epitélio nas contragbes induzidas por estimulo elétrico na vesicula

seminal de rato. Gréfico das contragdes frequéncia-dependentes induzidas por estimulo

elétrico (60v, 0.1ms) em 4, 8, 16 e 32Hz, comparando o controle (epitélio positivo) com o

tratado (epitélio negativo) em vesicula seminal de rato. O conjunto de vesiculas seminais de

cada animal forneceu duas tiras de tecido para experimentacéo, sendo utilizadas uma para

controle e outra a remogao do epitélio. Dados expressos como média * erro padrao da média

de contragdo (mN) induzida por cada frequéncia aplicada. Andlise através do teste T de

Student ndo pareado monocaudal entre o controle e tratado de cada frequéncia. p<0.05 (*) foi

considerado significante. Valores dispostos na tabela 9.

Tabela 8 - A resposta maxima (EMAX) das curvas de contragdo induzidas por estimulo

elétrico em vesicula seminal de rato na presenca e auséncia do epitélio.

Estimulo elétrico (60v)

Epitélio +
Epitélio -

Epitélio +
Epitélio -

Epitélio +

Emax (mN)
4Hz
2518 £1.725
0.418 £0.117
8Hz
5.024 +2.820
0.833 £ 0.277
16Hz
9.227 + 2.602

P n
0.1350 4
0.0948 4

4
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Epitélio - 1.700 £ 0.516 0.0148* 4
32Hz

Epitélio + 12.380 £ 2.197 4

Epitélio - 3.686 +0.862 0.0051*

Emax (MmN) é o efeito maximo de contragéo produzido pelo estimulo elétrico em sua respectiva
frequéncia (Hz). N representa o niUmero de animais utilizados no estudo, sendo que cada
animal contribuiu com um conjunto de vesiculas seminais de duas tiras de tecido para
experimentagdo. Uma tira foi utilizada para controle e a outra para a remocao do epitélio.

p<0.05 (*) foi considerado significante.
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4.13. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE IMUNO-
HISTOQUIMICA PARA TH, PROTEINA S100 E CR

Os resultados da imunodeteccdo de TH e a proteina S100 sao
demonstrados nas figuras 31 e 32, respectivamente. Os resultados de CR séao
apresentados nas tabelas 9 e 10. Os resultados indicaram TH e proteina S100
positivas em pequenas fibras nervosas (faixa de 12 a 20 um de tamanho) dentro da
adventicia (a camada de tecido conjuntivo mais externa da vesicula seminal de rato).
Multiplas fibras nervosas delgadas positivas para TH e S100 foram localizadas na
camada muscular lisa e no estroma subepitelial (Iamina propria). A TH foi detectada
em células epiteliais das mucosas, mais especificamente no seu citoplasma e
secregdes apicais (com um padrao de coloracdo granular moderado a intenso). A
CR foi detectada apenas em pequenos nervos da adventicia (positividade baixa).

Como esperado, as secgdes de tecido de controle positivo (cérebro humano)
apresentaram uma imunoexpressao intensa e difusa tanto para a proteina S100
como para a CR. As secgdes de controle negativo (omissdo dos anticorpos
primarios) foram consistentemente desprovidas de qualquer positividade. A reagao
de fundo inespecifica se apresentou de forma branda e localizada em poucas
estruturas vasculares e em algumas células da camada muscular lisa. Tal reagéo

inespecifica ndo impediu a correta identificacdo das estruturas nervosas.
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Figura 31 - Detecgédo imuno-histoquimica da TH em vesicula seminal de rato. A figura 31a
ilustra a presenca da TH e a imunorreatividade em fibras nervosas delgadas (indicados por
setas completas) e o endotélio de pequenos vasos com a tunica muscular (END, indicado por
ponta de seta). A figura 31b demonstra a TH e a imunorreatividade observada no citoplasma
apical (indicado por seta completa) e nas glandulas secretoras (indicado por ponta de seta)

das células epiteliais da vesicula seminal de rato. Imunoperoxidase, ampliagcdo de 400x.
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Figura 32 - Detecgéo imumohlstoqmmlca da protelna S-100 em vesicula seminal de rato.
Imunorreatividade para proteina S-100 foi detectada em pequenas fibras neurais (circulado
vermelho) na adventicia e em fibras nervosas delicadas da camada muscular e da mucosa

(indicado por setas). Imunoperoxidase, ampliagéo de 200x.
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Tabela 9 - Deteccado imuno-histoquimica da TH, proteina S-100 e CR nas vesiculas seminais

de rato.
Controle Anticorpo (Ac)
negativo
Amostra (omissao do
. TH Proteina S-100 CR
anticorpo
primario)
Diluicéo Omitido 1:500 Pronto para uso 1:100
Cérebro Positividade
Positividade
humano Positividade intensa/difusa,
. intensa/difusa no . . .
(controle Negativo o intensa/difusa, no no neurdfilo e
. neurdfilo e em alguns L
positivo, . neurdofilo. em alguns
neurdnios
n=2) neurdnios.
Positividade
Positividade muito baixa
moderada em em fibras
Intensa positividade em
) . fibras nervosas nervosas
Adventicia fibras nervosas
i ) esparsas esparsas
da vesicula . esparsas (variando de ) )
. Negativo . (variando de 12-  (variando de
seminal de 12-20um de diametro),
20um de 12-20um de
rato (n=4) em todas as amostras n .
didmetro), em didmetro), em
(4+/4).
todas as amostras todas as
(4+/4). amostras
(4+/4).
Positividade moderada Positividade
Mdusculo liso a intensa em multiplas moderada em
da vesicula _ fibras nervosas (menos  fibras nervosas
Negativo . _ -
seminal de de 6 um de diadmetro), muito raras
rato (n=4) em todas as amostras  (menos de 6 um

(4+/4). de diametro), em



Positividade moderada

Mucosa e _ .
L a intensa no citoplasma
epitélio de .
. apical e secrecao de
vesicula Negativo o
células epiteliais, em
seminal de
todas as amostras
rato (n=4)

(4+/4).
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todas as amostras
(4+/4).
Positividade
moderada em
fibras nervosas
muito raras
(menos de 6 ym
de didmetro), em
todas as amostras
(4+/4).

Tabela 10 - Quantificacdo da intensidade da positividade (IP = 255-MGV) para TH, proteina

S-100 e CR em vesicula seminal de rato.

Controle
. Controle
negativo 1 .
. negativo 2
(omissao o TH
(isétopo
de AC
o controle)
primario)
Epitélio 32.51+4 32.15+3 120.76+%2
Endotélio 36.67+8 37.60+6 140.18+5
Fibras
26.25+4 232613 134.03+4
nervosas

Proteina
CR eNOS
S100
42.63 + 1 42.58+6 94.24+ 17
42.72+6 46.29+7 132.90+* 26

119.564+7 113.90+ 10 42.88 + 20

Dados expressos como média * erro padrao da média dos valores de cinza (MGV). MGV ¢é a

média dos valores de cinza (medida usada em processamento de imagem em escala de

cinza. Quantifica a intensidade de cinza de todos os pixels de parte ou da imagem completa).

IP é a intensidade dos pixels. Existe uma férmula para calcular a intensidade dos pixels (IP =

255 - MGV). AC ¢ a sigla utilizada para anticorpo. eNOS é a 6xido nitrico sintase endotelial.
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4.14. RESULTADO DOS EXPERIMENTOS DE FISH

A Imunodeteccdo de TH na vesicula seminal de rato foi confirmada e
validada de forma cruzada utilizando o método de FISH que revelou a expressao de
TH mRNA nas mesmas estruturas antes demonstradas nos experimentos imuno-

histoquimicos (figura 33).

Figura 33 - Expressao de RNA mensageiro de TH em diferentes estruturas histolégicas em

vesicula seminal de rato. Figuras A e C demonstram a mucosa epitelial (nomeada como E na
imagem) e fibras nervosas (nomeadas FN na imagem, indicadas por setas). Figuras D e F
demonstram a tunica muscular (nomeada como TM na imagem) e fibras nervosas (indicadas
por setas). Figuras G e | demonstram o endotélio vascular (nomeado como V na imagem),
fibra nervosa (indicada por seta) e o epitélio. A, D e G demonstram a expressdo de RNA
mensageiro da TH (em verde, 6-FAM). B, E e H demonstram nucleos celulares (em azul,

DAPI). C, F e | sobrepdem a expressao do RNA mensageiro da TH em células epiteliais,
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nervos e endotélios, validando a expressdo de TH obtida através da imuno-histoquimica,
além de demonstrar a autofluorescéncia no fundo das estruturas, como fibras de colageno da
tunica muscular e estroma. Todas as imagens foram capturadas através de lente objetiva

acromatica de 100x com 6leo de imersdo. Ampliagéo de 1000x.
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5. DISCUSSAO

Os resultados indicam a liberagao basal de DA, NA e ADR e, em especial, a
6-ND, que é liberada em maior quantidade na vesicula seminal de rato. A
quantidade liberada da catecolamina nitrada atinge significancia estatistica quando
comparada as demais. A liberacio basal de 6-ND neste estudo é consistente com os
resultados reportados em outros tecidos vasculares e ndo vasculares, como vasos
de corddo umbilical humano [85], vasos popliteos humano [76], aorta e artéria
pulmonar isolada de Callithrix spp (sagui) [99], corpo cavernoso isolado de coelho
[105], atrio direito de rato [106], ventriculo isolado de rato [80] e ducto deferente de
humano [84] e rato [87].

A investigacéo da influéncia do NO na liberagcao basal de 6-ND demonstrou
que o uso de L-NAME (inibidor da sintese do éxido nitrico) causa uma queda
significante na quantidade sintetizada e liberada de 6-ND na vesicula seminal de
rato, sugerindo uma relacdo entre a sintese e liberacdo dessa catecolamina nitrada
com a biodisponibilidade do NO. Ainda em vesicula seminal de rato, a diminuigdo da
liberacdo basal de 6-ND foi acompanhada de uma reducao nas forgas de contracao
obtidas através das curvas de contracdo frequéncia-dependentes quando na
presenca de L-NAME, pois as contracbes induzidas nos tecidos tratados foram
significativamente menos potentes que dos tecidos controle. Tais efeitos também
foram relatados em outros tecidos e estudos, como em corddo umbilical humano
[85], vasos popliteos humano [76], atrio direito isolado de rato [106] e ventriculo
isolado de rato [80]. A ativagdo da eNOS (NOS endotelial) é reportada em estudo
que observou artérias de maior calibre expostas ao H20:2 liberando maiores
quantidades de NO que as artérias controle [107]. Desta forma, o presente estudo
experimentou influenciar a liberacao de NO através da exposi¢cao do tecido ao H202,
resultando no aumento da liberacdo de 6-ND. A imuno-histoquimica detectou eNOS
na vesicula seminal de rato, reforcando a hipétese de que a ativacdo destas
enzimas aumentam a sintese de NO e, consequentemente, a sintese de 6-ND. A
utilizagdo do GKT137831 (inibidor de peroxidase) resultou no aumento da liberagao
de 6-ND, sugerindo que a biodisponibilidade de Oz influencia a liberagdo basal desta

nitrocatecolamina. Esse resultado reforga o conceito de que a geragao de Oz pelas
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peroxidases [108] diminui a nitragdo da DA em 6-ND [74], e que as EROs interferem
(positivamente na presengca de H202 e negativamente na presengca de O2) na
sintese e liberagdo de catecolaminas nitradas. A remocgdo do epitélio da vesicula
seminal de rato resultou tanto na reducdo da sintese de catecolaminas (e
consequentemente, das catecolaminas nitradas) quanto nas respostas contrateis
induzidas em curvas de contracdo frequéncia-dependentes, demonstrando a
importancia do epitélio na sintese e liberagdo de catecolaminas neste tecido e
reforcando a hipotese de que o epitélio contribui para a sintese das catecolaminas.

A liberagado basal de 6-ND em coragéao isolado de rato ndo demonstrou ser
afetada significativamente pela pré-incubagao de TTX (bloqueador de canal de sédio
voltagem-dependente) [106], pois mesmo na presenga desta substancia, ocorreu a
liberacdo da 6-ND, indicando a possibilidade da 6-ND pover de uma sintese nao
neurogénica. Os dados obtidos em vesicula seminal de rato fortalecem essa
hipétese, pois observou-se 0 mesmo fendmeno neste tecido. Além disso, a TTX néo
alterou significativamente as contragdes induzidas por NA, ADR e DA em vesicula
seminal de rato (assim como quando a DA e 6-ND foram utilizadas como agentes
moduladores pré-incubados junto a TTX). Portanto, a TTX n&o impediu que as
catecolaminas (que nao foram sintetizadas e liberadas pelo tecido, mas sim
adicionadas na solucdo de Krebs para interagir com os receptores alvo)
interagissem com os receptores alvo. A andlise imuno-histoquimica revelou a
presenca de TH e de proteina S100 na adventicia, musculo liso, mucosa e epitélio
da vesicula seminal de rato. A CR foi identificada com baixa imunoexpressdo na
adventicia da vesicula seminal de rato. Esses dados apontam para a possibilidade
de sintese de catecolaminas (detec¢ao da TH), presenca de células gliais (detecgao
da proteina S100) e de diferentes tipos de células neuronais (detec¢cdo da CR,
porém em menor intensidade que a TH e a proteina S100).

Embora seja a catecolamina de maior liberagado na vesicula seminal de rato,
a 6-ND (na mesma faixa de dose que as demais catecolaminas, de 10nM a 300uM)
apresentou contracdes concentracdo-dependentes menos potentes que a DA, NA e
ADR. Em atrio direito isolado de rato [106] e em ducto deferente de rato [87], a 6-ND
potencializa o efeito das catecolaminas classicas (como observado na 6-ND pré-

incubada nas concentragcdes de 1nM, 10nM e 100nM nas curvas de contragio
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concentracao-dependentes induzidas pela NA, ADR e DA). A DA também
demonstrou potencializar a NA e ADR, porém a NA e a ADR n&o demonstraram
potencializar catecolamina alguma. Esses dados trazem pontos importantes para a
investigacdo da acdo moduladora que a 6-ND exerce nas contragbes que ocorrem
na vesicula seminal de rato, um fator importante para o processo da ejaculagdo. A
ejaculacao envolve as etapas de emissao e ejecao (as quais sdo moduladas tanto
pelo sistema nervoso simpatico e parassimpatico) [109] e, embora seja
principalmente associado a catecolaminas classicas, é possivel que esse processo
também seja influenciado por catecolaminas nitradas. O efeito exato do sistema
nervoso autondmico na ejaculagéo ainda nao foi elucidado e encontrar a 6-ND como
a catecolamina mais liberada pelo epitélio da vesicula seminal de rato revela uma
via importante das células epiteliais na modulagao da resposta autonémica. De fato,
a estimulacao elétrica provoca contracdes frequéncia-dependente na vesicula
seminal de rato, que em frequéncia menor é bloqueada pela atropina, e em
voltagens mais altas a contracao ¢ inibida pela prazosina [110].

Essa é a primeira demonstracdo que as células epiteliais da vesicula
seminal de rato liberam as catecolaminas classicas e a 6-ND. Teria a 6-ND uma via
fisiolégica nas vesiculas seminais? E importante avaliar se essas interacdes se
limitam a vesicula seminal de rato, ou se também ocorrem em vesicula seminal
humana, visto que os resultados com ducto deferente humano [84] e de rato [87]
demonstraram uma acao similar da 6-ND. Deve-se avaliar se a modulacao que a 6-
ND derivada do epitélio exerceu sobre as catecolaminas classicas também ocorre
com outros mediadores do sistema nervoso autbnomo, como acetilcolina [111] e
peptideo vasoativo do intestino [112]. Vale ressaltar que a DA e a 6-ND derivadas do
epitélio estdo sendo consideradas como moduladoras do sistema cardiovascular
[75].

6. CONCLUSAO

Os resultados indicam que a 6-ND derivada do epitélio € a catecolamina

mais liberada pela vesicula seminal de rato. A sintese e liberagdo dessa substancia
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demonstra ser influenciada pela biodisponibilidade de NO e outras EROs (como
H202 e O2), porém a presenga de TTX ndo influencia. Ela pode atuar como um
agente contratil e também agir como um agente que potencializa as contra¢des
induzidas por DA, NA e ADR neste tecido.
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Experimentacdo Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reuniao
de 20/09/2023.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/11/2023 a 30/09/2027

Vigéncia da autorizagao para 20/09/2023 a 30/09/2027

manipulagao animal:

Espéde / linhagem/ raca: Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)
No. de animais: 30

Idade/Peso: 10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo: 30 Machos

Espéde / linhagem/ raca: Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)
No. de animais: 30

Idade/Peso: 10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo: 30 Machos

Espéde / linhagem/ racga: Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)
No. de animais: 30

Idade/Peso: 10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo: 30 Machos

Espéde / linhagem/ raca: Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)
No. de animais: 30

Idade/Peso: 10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo: 30 Machos

Espéde / linhagem/ raca: Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)
No. de animais: 30

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
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Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raga:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raga:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas
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Sexo:

30 Machos

Espéde / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espécie / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso:

10.00 Semanas / 300.00 Gramas

Sexo:

30 Machos

Espédie / linhagem/ raca:

Rato heterogénico / HanUnib:WH (Wistar)

No. de animais:

30

Idade/Peso: 10.00 Semanas / 300.00 Gramas
Sexo: 30 Machos
Origem: Centro Multidisciplinar para Investigagao

biologica em animais de laboratdrio

animais:

Biotério onde serao mantidos os

Biotério da Farmacologia, FCM/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP nao dispensa autorizagao a junto ao
IBAMA SISBIO ou CIBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e
laboratorios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 27 de novembro de 2023.

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud

Presidente da CEUA/Unicamp

Eduardo Villaverde Haszler

Secretéario Executivo

IMPORTANTE: Pedimos atencao 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, area do pesquisador responsavel. A ndo apresentagao de relatério no prazo

estabelecido impedira que novos protocolos sejam submetidos.
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Documento assinado eletronicamente por LIANA MARIA CARDOSO VERINAUD, PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP,
em 27/11/2023, as 19:00 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por EDUARDO VILLAVERDE HASZLER, SECRETARIO EXECUTIVO DA
CEUA/UNICAMP, em 27/11/2023, as 14:31 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 codigo verificador: s ,A
217716F3 7BOF46DE AC640B0D 354CEFC7 W
&Y
UNICAMP
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é ,A. Comissao de Etica no Uso de Animais §
(‘}' CEUA/Unicamp

UnNICAMP

CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que os projetos de pesquisa intitulados “Avaliacdo do perfil

metabdlico de animais tratados cronicamente com nitro-catecolaminas” e

“Avaliacdo da acao fisioldgica de nitrocatecolaminas e novas catecolaminas

em_ratos Winstar tratados cronicamente com L-NAME”; protocolos
CEUA/UNICAMP n°. 6172-1/2023 e 6320-1/2023 respectivamente, de

responsabilidade do Prof. Dr. Gilberto de Nucci e executores José Brito Junior e

Vivian Fukuhara obtiveram aprovacado para inclusdo dos novos executores:

Rafael de Moraes Campos e Gabriel Augusto de Oliveira Stocco.

Este documento é valido apenas se apresentado junto aos certificados
emitidos originalmente pela CEUA/UNICAMP.

Campinas, 12 de dezembro de 2023.

Profa. Dra. Liana Maria Cardoso Verinaud Eduardo Villaverde Haszler
Presidente da CEUA/Unicamp Secretario executivo da CEUA/Unicamp
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Rua Monteiro Lobato, 255 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-862 Campinas, SP — Brasil https://www.ib.unicamp.br/comissoes/ceua_principal

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/verifica
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Documento assinado eletronicamente por LIANA MARIA CARDOSO VERINAUD, PRESIDENTE DA CEUA/UNICAMP,
em 12/12/2023, as 11:55 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugdo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por EDUARDO VILLAVERDE HASZLER, SECRETARIO EXECUTIVO DA
CEUA/UNICAMP, em 12/12/2023, as 11:16 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 codigo verificador: s ,A
6F4884B3 01AA4FC8 89B6685C 408026DE W
&Y
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UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS «

Comissido de Etica no Uso de Animais CEVA/UNICAMP

Certificamos que GABRIEL AUGUSTO DE OLIVEIRA STOCCO concluiu o curso
"Legislacdo e procedimentos para utilizacdo de animais de laboratério" oferecido, de
forma on line, pelo Instituto de Biologia da UNICAMP ¢ pela Comissio de Etica no Uso
de Animais de Laboratoério - CEUA/UNICAMP e com carga horaria de 20 horas.

Este certificado tem validade de 02 (dois) anos a partir da data de emissao.

Campinas, 03 agosto 2022.

- 1 |
\ |

L]
Vit e iR g A

Prof. Dr. Wagner José Favaro
Professor Assistente Doutor
Presidente da CEUA/UNICAMP
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