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RESUMO

O endotélio vascular é descrito como uma monocamada de células finas, que
revestem o luminal de todos os vasos sanguineos, e que desempenha funcéo
determinante no controle da homeostase vascular, agindo na regulacdo de sinais
intracelulares, permeabilidade, tdnus vascular, cascata de coagulacdo, angiogénese,
entre outras funcdes. Recentemente, foi relatado que o endotélio de vasos umbilicais
humanos é capaz de liberar dopamina, um mediador na reatividade vascular. A 6-
nitrodopamina faz parte da familia das 6-nitrocatecolaminas, sendo um produto
putativo da nitracdo dependente do oxido nitrico com dopamina, atraindo, com isso,
relevancia em estudos nos ultimos anos. Este estudo teve como objetivo descrever,
pela primeira vez, o desenvolvimento e validagdo de um método especifico e sensivel
para quantificacdo da 6-nitrodopamina em solucao de Krebs-Henseleit em aortas de
Chelonoidis carbonaria por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
em tandem (LC-MS / MS). Os anéis aorticos de Chelonoidis carbonaria com endotélio
intacto e sem endotélio (15 mm, N = 6) foram incubados por 30 min em 5 mL de banho
de 6rgao contendo solucdo de Krebs-Henseleit. Aliquotas de 1 mL do sobrenadante
foram utilizadas para a extracdo em fase sélida da 6-nitrodopamina. A separacdo da
6-nitrodopamina foi obtida em uma coluna Shim-pack GIST-HP C18 de 150 mm x 3,0
mm e a detecc¢édo foi realizada por um espectrometro de massas equipado com uma
interface de eletrospray operando em modo de ion positivo. Os resultados obtidos,
demonstraram sensibilidade, precisdo e exatidao suficientes para sua aplicacdo na
medida da liberacao basal de 6-nitrodopamina em aorta de Chelonoidis carbonaria in
vitro. O tempo de corrida foi de 3,5 min e a curva de calibracéo foi linear na faixa de
0,1 - 20,0 ng/mL. As concentracdes médias = erro padrdo da média da 6-
nitrodopamina liberada da aorta com endotélio intacto e sem endotélio foram 0,44 +
0,06 ng/mL e 0,18 + 0,05 ng/mL, respectivamente. Estes resultados indicam que a
aorta da Chelonoidis carbonaria exibe uma liberacdo de 6-nitrodopamina basal
derivada do endotélio basal.

Palavras-chave: Endotélio vascular. 6-nitrodopamina. LC-MS / MS. Extracdo em fase
sélida. Chelonoidis carbonaria.



Quantification of 6-nitrodopamine in Krebs-Henseleit’s solution by liquid chromatography
coupled to aorta mass spectrometry of Chelonoidis carbonaria (in vitro)

ABSTRACT

The vascular endothelium is described as a monolayer of thin cells, which line the
luminal of all blood vessels, and which plays a determining role in the control of
vascular homeostasis, acting in the regulation of intracellular signals, permeability,
vascular tone, coagulation cascade, angiogenesis, and among other functions.
Recently, it has been reported that human umbilical vessel endothelium is a basal
dopamine releaser, this substance being a mediator in vascular reactivity. 6-
nitrodopamine is part of the family of 6-nitrocatecholamines, being a putative product
of nitric oxide-dependent nitration with dopamine, with this, it has proved a study in
recent years. The objective of this study was to define, for the first time, the
development and validation of a specific and sensitive method for quantification of 6-
nitrodopamine in Krebs-Henseleit solution in Chelonoidis carbonaria aortas by liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC- MS / MS). Chelonoidis
carbonaria’s endothelium-intact and endothelium-denuded aortic rings (15 mm, N = 6)
were incubated for 30 min in 5 mL organ bath containing Krebs-Henseleit's solution.
Aliquots of 1 mL of the supernatant were used to extract 6-nitrodopamine by solid
phase extraction (SPE). The separation of 6-nitrodopamine was obtained on a 150 mm
X 3.0 mm Shim-pack GIST-HP C18 column and the detection was performed by a
mass spectrometer equipped with an electrospray interface operating in positive ion
mode. The run time was 3.5 min and the calibration curve was linear over the range
0.1 - 20.0 ng/mL. The method showed sensitivity, precision and accuracy enough for
its application in the measurement of the basal release of 6-nitrodopamine from
Chelonoidis carbonaria aortae in vitro. The mean * standard error of the mean
concentrations of 6-nitrodopamine released from endothelium-intact and endothelium-
denuded aortae were 0.44 + 0.06 ng/mL and 0.18 + 0.05 ng/mL, respectively. These
results indicate that tortoise’s aortae display a basal endothelium-derived 6-
nitrodopamine release.

Keywords: Vascular endothelium. 6-nitrodopamine. LC-MS/MS. Solid phase
extraction. Chelonoidis carbonaria.
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1 INTRODUCAO

O endotélio vascular (EV), ou células endoteliais, é definido com uma Unica e
continua camada de células organizadas em forma de fuso que separa o sangue da
parede vascular e do intersticio, revestindo o interior dos vasos sanguineos, incluindo
artérias, veias e as camaras do coracdo (STORCH et al., 2017; BAHIA et al., 2006;
JOYNER; LIMBERG, 2016). Essas células possuem fendas entre si, preenchidas por
uma matriz proteica, funcionando como um filtro, evitando que as moléculas grandes
ultrapassem de um meio para o outro e permitindo a passagem das moléculas
menores (FELETOU, 2011).

O EV, estdo presentes no interior de vasos sanguineos que percorrem todo o
corpo, 6rgdos e tecidos. O EV tem a capacidade de regular o tdbnus vascular através
da liberacdo de agentes vasoativos para controlar a contratilidade e/ou proliferacao
das células da musculatura lisa (SORRIENTO et al., 2012; WIDMER; LERMAN, 2014).
O EV pode ser também considerado o maior 6rgdo paracrino do organismo, que
responde a diversas respostas, originando e secretando localmente muitos compostos
metabolicamente ativos entre as células vizinhas (CARDOSO et al., 1994).

O EV é considerado um tecido ativo e dindmico com propriedades importantes
como manutencdo da circulacdo sanguinea, permeabilidade microvascular,
homeostética, angiogénese vascular, resposta inflamatéria e vasoreguladora (GHISI
et al., 2010; PAGAN; GOMES; OKOSHI, 2018).

De acordo com o estudo de Godo e Shimokawa (2017), essa camada de células
desempenha papéis importantes na modulacdo do tbnus vascular, sintetizando e
liberando uma variedade de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF),
incluindo prostaglandinas vasodilatadoras e 6xido nitrico (NO).

A identificacdo da importancia do EV na regulacdo do ténus vascular foi
observada no estudo de Furchgott e Zawadzki (1980), analisando a relagéo entre a
acetilcolina (ACh) e a vasodilatacdo na aorta isolada de coelho. Em algumas
preparacdes notou-se que a ACh produzia a vasodilatacéo. Isso ocorria devido a
presenca do EV durante a preparagcédo do vaso, originalmente denominado EDRF,
identificado mais tarde como NO, no qual comprova a liberacdo continua do EDRF-
NO pelo EV é responsavel pela manutencao do tdnus vascular.

Dentre os vasodilatadores derivados do endotélio, NO atualmente € o principal

fator envolvido na funcdo endotelial. Distarbios na liberacdo desse gas provocam
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perturbacdes da homeostase vascular e levam ao desenvolvimento de disfuncéo
endotelial associada com véarias desordens cardiovasculares (FELETOU;
VANHOUTTE, 2006).

Os aminoacidos arométicos no cérebro exercem fungdes como precursores dos
neurotransmissores monoamina serotonina e das catecolaminas (FERNSTROM;
FERNSTROM, 2007). As catecolaminas enddgenas sao dopamina (DA),
noradrenalina (NOR) e adrenalina (ADR) (GOLDSTEIN, 2012). As catecolaminas,
possuem funcionalidades neurotransmissoras e/ou hormonais presentes tanto no
sistema nervoso central (SNC) quanto no sistema nervoso periférico (SNP). Elas
dispbem de uma gama de atividades, podendo exercer diferentes funcdes
dependendo do 6rgéo-alvo e dos receptores disponiveis (KVETNANSKY; SABBAN;
PALKOVITS, 2009).

As catecolaminas mostram respostas excitatérias e inibitérias do SNP, bem
como ac¢des no SNC, como por exemplo, estimulacdo da respiracdo, aumento da
atividade psicomotora e fungéo cardiaca. Os efeitos excitatérios sdo exercidos nas
células dos musculos lisos dos vasos que fornecem sangue a pele e as membranas
mucosas (FERES 2014).

A DA é um neurotransmissor bem conhecido no SNC, também & um modulador
importante da pressao arterial, equilibrio de sodio, funcéo renal e adrenal e é relevante
para a patogénese e / ou manutencao da hipertensao arterial (ZENG et al. 2004). A
DA derivada do endotélio adiciona um papel importante deste mediador na reatividade
vascular (BRITTO-JUNIOR et al., 2020).

A 6-nitrodopamina (6-ND) faz parte da familia das 6-nitrocatecolaminas é um
produto putativo da nitracdo dependente do NO com DA, e que tem atraido interesse
em estudos nos ultimos anos (PALUMBO et al.,, 1999; PALUMBO; ASTARITA,;
D’ISCHIA, 2001). A 6-ND demonstrou atividades bioldgicas, como por exemplo: a da
catecol-O-metiltransferase (COMT) e do 6xido nitrico sintase neuronal (CHIARI et al.,
2000; TSUNODA et al., 2007).

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou evidéncias da liberacdo de
catecolaminas pelo endotélio vascular de répteis, como aorta de cobra cascavel,
jararaca e jabuti (CAMPOS et al., 2020), e em vasos de corddo umbilical humano
(BRITTO-JUNIOR et al., 2020). Esses achados levantaram a questdo sobre a
possibilidade de derivados da DA também serem liberados pelo endotélio dos vasos

sanguineos. Estudos de fisiologia comparada envolvendo animais ndo mamiferos séo
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essenciais para a compreensdo das associacdes evolutivas entre grupos, como 0s
processos fisioldgicos e funcionais e as diferentes adaptacdes de diversas espécies.

O presente estudo de identificacdo e quantificacdo torna-se relevante, isso
porque dentre a nitracdo do NO com DA, a 6-ND pode ser capaz de proporcionar um
controle retrogrado partindo do vaso sanguineo em direcdo ao coracao. Desta forma,
€ imprescindivel que métodos analiticos sejam descritos e validados para a
identificagdo precisa e seletiva de novos derivados de neurotransmissores com
relevancia fisiolégica que, por fim, podem ter impacto no desenvolvimento de
diferentes condicfes patoldgicas.

Até o0 momento, nenhum método de andlise da 6-ND em amostras biol6gicas
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) foi
descrito na literatura. Este estudo mostra, pela primeira vez, o desenvolvimento e
validac&o do método para quantificacdo da 6-ND por LC-MS/MS em solucéo de Krebs-

Henseleit apés 30 min de incubacdo em aorta de Chelonoidis carbonaria.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endotélio Vascular

O EV foi considerado por anos como uma barreira seletiva permeavel entre a
corrente sanguinea e o sistema vascular, que € agora reconhecido como um 6rgao
homeostéatico fundamental para a regulacdo do ténus e estrutura vascular (VERSARI
et al., 2009). O EV é denominado como uma monocamada de células finas, que
revestem o luminal de todos os vasos sanguineos (CARDOSO et al.,, 1994). O
endotélio desempenha fungdo determinante no controle da homeostase vascular,
agindo na regulagao de sinais intracelulares, permeabilidade, tonus vascular, cascata
de coagulacao, angiogénese, entre outros (STORCH et al., 2017).

O EV libera diversas substancias vasoativas capazes de modular os processos
como a angiogénese, respostas inflamatorias, imunoldgicas, tbnus e permeabilidade
vascular, além de atuarem na prevencao de trombose e promover a manutencao da
integridade dos vasos (FELETOU; VANHOUTTE, 2006).

Dentre as substancias vasoativas liberadas pelo EV, incluem EDRF (NO),
fatores constritores derivados do endotélio (endotelina-1 e prostaglandinas) e fatores
hiperpolarizantes derivados do EV. Dentre os vasodilatadores derivados do EV, NO
atualmente € o principal fator envolvido na funcéo endotelial (SU, 2015).

As diversas func¢des realizadas pelo EV requerem uma efetiva capacidade de
comunicacdo intercelular que ocorre por meio dos diferentes tipos de juncdes
existentes nas membranas das células endoteliais, como as jun¢Bes de adesdo,
vedacdo e juncdes gap, permitindo a distribuicdo do ténus elétrico, assim como a
transferéncia de ions ou pequenas molécula (GUTSTEIN et al., 2002). De acordo com
Storch et al. (2017), uma das principais funcbes do endotélio é a liberacdo de
substancias frente a estimulos, que atuam de forma autécrina e/ou paracrina.

Morfologicamente, o EV dispbe de trés caracteristicas conforme a sua
localizacdo: continuo, fenestrado e sinusoidal (BENNETT; LUFT; HAMPTON, 1959;
RISAU, 1995). O endotélio continuo € encontrado em artérias, veias e capilares do
cérebro, da pele, do pulméao, coracdo e muasculo. No SNC, o endotélio € coberto por
uma camada permeavel de células periendoteliais, também camadas de
pericitos servindo como  barreira, suporte e possibilita troca de ions (HIRSCHI;
D'AMORE, 1996).
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Histologicamente, as artérias sdo formadas por trés membranas diferentes,
definias como tdnicas, tunica intima, média e adventicia. A primeira tinica € a mais
interna e apresenta uma camada de células endoteliais apoiada em tecido conjuntivo
frouxo e uma camada subendotelial, que pode conter, eventualmente, células
musculares lisas; a segunda € constituida, principalmente, por camadas concéntricas
de células musculares lisas organizadas helicoidalmente, possuindo uma lamina
elastica externa mais delgada que a separa da tunica adventicia; a terceira e Ultima
tunica, torna-se progressivamente continua com o tecido conjuntivo do érgdo pelo
gual passa o vaso sanguineo. E desse modo, sdo encontrados nos capilares linfaticos
e nervos, podendo estas estruturas aprofundar-se até a porcdo mais externa da
média, como mostra a figura 01 (GARCIA FILHO et al., 2012).

Figura 01 — Estrutura da parede arterial.
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Fonte: Adaptado de Mercadante e Raja, 2020.

De acordo com Carvalho et al. (2001) o endotélio apresenta-se

estrategicamente localizado na parede vascular para:

o Agir como sensor de modificacdes hemodinamicas;
o Conduzir sinais que recebe de células e da matriz extracelular;
o Desenvolver mediadores que interferem com crescimento, atividade, migragéo

e morte celular;

o Conservar as alteracOes adaptativas de forma que elas se ajustem as

exigéncias circulatorias.
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A disfuncdo endotelial exerce um papel importante no desenvolvimento de
varias doencas cardiovasculares e distarbios metabdlicos (OISHI et al., 2018).
Modificacdes da fungcdo na camada do endotélio em resposta a a¢cdes mecanicas
(hipertenséo arterial e shear stress), imunoldgicas e quimicas representam o primeiro
passo fisiopatolégico da ativacdo da aterosclerose (MELO et al., 2007).
Semelhantemente, ha relatos experimentais na literatura apontando que a disfuncéo
endotelial pode limitar o fluxo sanguineo cerebral e predispor a disfun¢gdes cognitivas
(SORORP et al., 2017).

Ao longo dos anos, a aterosclerose foi considerada uma doenca de acumulo
passivo de lipidios na parede arterial. Ainda assim, principalmente a partir dos anos
1990, robusta evidéncia que a inflamacao tem um papel central em todas as fases da
aterosclerose, passando, atualmente, a ser considerada uma patologia de resposta
inflamatoria arterial (PITTHAN; MARTINS; BARBISAN, 2014).

Para a Sociedade Brasileira de Cardiologia, origina-se com a agressao ao EV
por inUmeros fatores de risco, como dislipidemia, hipertenséo arterial ou tabagismo.
Como repercussao, a disfuncdo endotelial amplia a permeabilidade da tanica intima
as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencao destas no espaco subendotelial
(FALUDI et al., 2017), como demonstrado na figura 02.

Figura 02 - Formacgéo da placa de ateroma no interior de um vaso sanguineo.
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Fonte: Adaptado do Centro de Pesquisa em Doencas Inflamatérias da Universidade de Sao
Paulo, 2014.

A disfuncao endotelial € um aspecto precoce no desenvolvimento e progressao
da placa aterogénica e suas respectivas complicacdes. Essa condicdo € caracterizada

por uma reducao na biodisponibilidade de vasodilatadores derivados do endotélio, por
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exemplo o NO. Essa instabilidade prejudica a vasodilatacdo dependente endotélio,
marca funcional que configura a disfuncéo endotelial (STORCH et al., 2017).

O endotélio produz vérios EDRFs, fatores de hiperpolarizacdo, e fatores de
contracdo. Por meio de um adequado equilibrio entre a liberacdo desses fatores, o
endotélio exerce um papel fundamental na manutencdo da homeostase circulatéria.
Consequentemente, existindo qualquer alteracdo nesse equilibrio, podera promover
para disfuncdo do endotélio (OISHI et al., 2018). Tal disfungdo vem acarretando
importantes enfermidades vasculares, acometendo cada vez mais pessoas no mundo
e, a medida que a populacdo envelhece a morbimortalidade causada por essas

doencas aumenta.

2.2 Catecolaminas

As catecolaminas sao substancias moleculares ativas que apresentam o anel
catecol (anel benzénico e duas hidroxilas) e uma amina (NHz) em sua estrutura
guimica. Agem como neurotransmissores e horménios circulantes no controle do SNC
e SNP, sendo essenciais para homeostasia do organismo (JUSTO 2020; FERES
2014).

A sintese de catecolaminas se inicia a partir da biossintese do aminoacido
tirosina, o qual por rea¢des enzimaticas formam, sequentemente, dihidroxifenilalanina
(DOPA), DA, NOR e ADR (HEINZ et al., 1995; PEREIRA, RIBEIRO, 2012). O passo
inicial envolve a hidroxilagdo em DOPA, sendo catalisada pela enzima tirosina
hidroxilase (TH). Uma vez formada, a DOPA é rapidamente sensivel a luz; eles séo
relativamente inativos na escuriddo e torne-se ativo na luz (FERNSTROM,;
FERNSTROM, 2007).

Por seguinte, a dopa é descarboxilada para originar a DA, pela enzima
descarboxilase dos L-aminoacidos arométicos, logo em seguida sendo conduzida
para vesiculas secretoras, onde é subsequentemente B-hidroxilada pela enzima
dopamina B-hidroxilase para dar inicio a NOR. A NOR &, em grande parte, N-metilada
pela feniletanolamina n-metiltransferase (FNMT), uma enzima citoplasmatica
presente, sobretudo, na medula suprarrenal (MSR), dando origem a ADR, que é
transportada para as vesiculas, onde é armazenada com a NOR (DAUBNER; LE;
WANG; 2011; PEREIRA; RIBEIRO, 2012), como representado na figura 03.
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Figura 03 - Biossintese de catecolaminas.
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Fonte: llustracdo baseada e adaptado de RANG et al., 2012. Créditos: NUNES, 2021.

Esse completo processamento de biossintese das catecolaminas decorre
essencialmente em nervos adrenérgicos e na MSR. Apesar disso, na MSR, a NOR
tem potencial ainda de ser metilada pela FNMT, utlizando como cofator S-
adenosilmetionina, e armazenadas nas vesiculas de células de cromafins
(FERNSTROM; FERNSTROM, 2007).

A liberacao de catecolaminas nas termina¢des nervosas simpaticas, encontra-
se intimamente ligada pela agdo da ACh, procedente de neurdnios pré-ganglionares.
Nas células de cromafins da MSR, a ACh liga-se a receptores nicotinicos ou
muscarinicos e possibilita o aumento da concentragdo intracelular de caélcio,
proporcionando a fusdo das membranas das vesiculas com a membrana celular e
subsequente exocitose das catecolaminas (PEREIRA; RIBEIRO, 2012).

A NOR é o neurotransmissor presente na maior parte das fibras pos-
ganglionares do sistema nervoso auténomo e de algumas regides do SNC. Enquanto

a DA é o neurotransmissor principal de varias vias neurais do sistema nervoso dos
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mamiferos, sendo esta predominante no SNC, no que se refere as catecolaminas. Por
fim, a ADR é o principal horménio MSR e é encontrada em pequenas quantidades no
SNC (ALVES, 2017). O maior trato de DA no cérebro esta situado no sistema
nigroestriatal, que compreende cerca de 80% do neurotransmissor no cérebro. O
sistema dopaminérgico nigroestriatal exerce associacdo ao movimento voluntario,
alteracdes nesta via dopaminérgica estdo relacionados a doenca de Parkinson
(SILVA, 2020).

A 6-ND e suas classe como, por exemplo, a 6-nitronoradrenalina, mostrou-se
como uma nova classe de metabdlitos de catecolaminas aparentemente implicados
em uma variedade de condicdes fisiopatoldgicas associadas ao estresse oxidativo,
neurotransmissao catecolaminérgica prejudicada e sintese aprimorada de NO, sendo
um potente mediador fisiol6gico (NAPOLITANO; PALUMBO; D'ISCHI, 2000).

A origem e possivel definicdo funcional de 6-nitrocatecolaminas, incluindo a 6-
ND e seu congénere da NOR, 6-nitronoradrenalina, tém atraido um relevante e
crescente interesse desde a identificacdo de 6-nitronoradrenalina no cérebro de
mamiferos em niveis e a atividade do 6xido nitrico sintase (NOS), sendo essa atribuida
para a sintese do mediador fisiolégico NO (PALUMBO; ASTARITA; D'ISCHIA, 2001).
Na figura 04, podemos observar as estruturas quimicas das nitrocatecolaminas

(nitronoradrenalina, nitroadrenalina e nitrodopamina).

Figura 04 - Estrutura quimica de uma nitrocatecolamina.
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Fonte: Adaptado de Tsunoda et al., 2007.

23LC-MS/MS

A cromatografia pode ser combinada a diversos sistemas de deteccéo,

tratando-se de um dos meétodos analiticos mais empregados e com desempenho
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satisfatorio. O acoplamento de um cromatégrafo associado a um espectrometro de
massas, combina as vantagens da cromatografia, tais como: alta seletividade e
eficiéncia de separagcdo com as vantagens da espectrometria de massas, como
obtencao de informacéo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

O espectrémetro de massas € um aparelho que ioniza moléculas para a forma
gasosa e desagrega as mesmas segundo com sua relagédo massa/carga (LIMA; 2013).
A principio, o espectrébmetro de massas, em particular com combinagdo em tandem
(MS/MS), possui uma capacidade de identificacdo de substancias inigualavel, e sua
aplicabilidade mais ampla na pratica diagnostica estd na dependéncia de
desenvolvimento de técnicas pontuais e disseminacdo de conhecimento (VIEIRA;
NAKAMURA; CARVALHO, 2005).

A LC-MS/MS confere alta seletividade, sensibilidade e universalidade as
analises. O emprego dessa técnica tem simplificado as analises toxicolégicas e
farmacoldgicas por diminuir o nimero de estagios na prepara¢do de amostras e com
o minimo de separagdo cromatografica (GONCALVES et al., 2017). Diferentes
estudos séo representados empregando a cromatografia em fase liquida acoplada ao
detector de massas (FUSTINONI et al., 2010; CHIANG et al., 2015).

O presente método consiste na geracao de ions na fase gasosa que, logo em
seguida, sdo selecionados através de sua razdo massal/carga. O processo de
desenvolvimento dos ions na fase gasosa pode ser considerado, o mais significativo
da espectrometria de massas e, frequentemente, requer duas etapas, séo elas: a
vaporizacdo e a ionizagdo, que podem acontecer sequencialmente ou de forma
simultanea. Essas etapas ocorrem apenas com o fornecimento de energia e, em
analises de compostos organicos, a energia da fonte tem que ser suficientemente
baixa para ndo proporcionar quebras intramoleculares e assim, desenvolver ions
gasosos a partir da estrutura intacta da molécula (DRIGO, 2013).

Dentre os métodos aplicados para quantificar as catecolaminas em
diferenciados modelos de amostras biolégicas, como plasma, urina e células
mononucleares do sangue periférico, o LC-MS/MS, é o mais promissor, pois tem
demonstrado alta sensibilidade e especificidade, além de mais rapido (BRITTO-
JUNIOR et al., 2020).

No estudo recentemente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa,

utilizando anéis de artéria umbilical humana (AUH) e em veia umbilical humana (VUH)
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com a camada de endotélio preservada, por meio de andlise por LC-MS-MS na
solucdo de Krebs-Henseleit, revelou uma liberacéo basal de DA (BRITTO-JUNIOR et
al., 2020).

Em um outro estudo realizado por Britto-Junior et al. (2020), foi demostrado,
pela primeira vez, o desenvolvimento e validacdo do método para quantificacdo de
DA, NOR e ADR por LC-MS-MS em solucéo de Krebs-Henseleit apdés incubacéo de
anéis aorticos de Chelonoidis carbonaria in vitro. O método apresentado demonstrou
sensibilidade e precisao suficiente para sua aplicacdo na medida da liberacdo basal

destas catecolaminas pelos anéis aorticos.

2.4 Chelonoidis carbonéria (Jabuti-Piranga)

Estudos com répteis vem ganhando cada vez mais relevancia, tanto por
guestdes ambientais quanto pelo aumento do interesse em sua utilizacdo como
animais de companhia (MATIAS et al., 2006).

Os amniotas especificam-se como todos o0s animais vertebrados tetrapodes
cujos embrides sado constituidos por uma membrana amniética gerando uma cavidade
preenchida por fluidos. Incluem-se nesse grupo os mamiferos, répteis e as aves
atuais, que hoje chegam a mais de 23 mil espécies descritas (SHEDLOCK;
EDWARDS, 2009). Os jabutis sdo animais terrestres, de corpo robusto, carapaca bem
arqueada, membros locomotores cilindricos e fortes, apropriados para sustentar o
casco pesado e caminhar em ambientes rusticos (FERREIRA et al., 2012).

As trés espécies de jabutis de ocorréncia natural no Brasil sdo do género
Chelonoidis carbonaria e Chelonoidis denticulata, que tem classificagdo ampla, e
Chelonoidis chilensis, que pode ocorrer no extremo sul do pais. Os Chelonoidis
carbonaria sao encontrados ainda na Venezuela, Equador, Paraguai e em algumas
ilhas do Caribe (MEIRELES, 2014). A primeira e a segunda espécies de jabutis,
possuem ampla distribuicdo no territorio brasileiro. Apesar de ocorrerem em muitos
locais, Chelonoidis carbonaria apresenta predilecdo por areas mais abertas, enquanto
a Chelonoidis denticulata, prefere areas de florestas mais densas, respectivamente
(FARIAS et al., 2007).

Estas espécies sdo consideradas de tamanho meédio, com uma media
comprimento reto da carapaga em Chelonoidis carbonaria raramente excedendo 50

cm, e individuos com carapacas variando entre 30 e 40 cm de comprimento sdo mais
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comumente observados (figura 05) (BARROS et al., 2012). O Chelonoidis carbonaria
manifesta uma coloracédo forte, de cabeca e patas vermelhas, podendo chegar a
aproximadamente 15 kg. Os machos sdo maiores que as fémeas, medindo em média
30 cm, ja as fémeas medem em torno de 28 cm, chegando no maximo de 40-50 cm,
e com expectativa de vida de 80 anos (FERREIRA et al., 2012).

Figura 05 — Representacao do Chelonoidis carbonaria (Jabuti-Piranga).

Fonte: Créditos ao autor (2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Este estudo tem como objetivo desenvolver e validar pela primeira vez, um
método especifico e sensivel para quantificacdo da 6-ND em solu¢do de Krebs-

Henseleit em aortas de Chelonoidis carbonaria por LC-MS / MS.

3.2 Objetivos especificos
e Quantificar a 6-ND em solucéo de Krebs-Henseleit;
e Desenvolver o método e validar conforme as preconizacoes;

e Determinar a liberacdo de 6-ND em aortas de Chelonoidis carbonaria com e

sem a presenca de endotélio.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do estudo

O experimento foi realizado no Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular, do
Departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas, sob supervisdo do Professor Dr. Gilberto De Nucci, seguindo

todas as normas e procedimentos de biosseguranca.

4.2 Universo dos animais e procedimentos éticos

Foram utilizados 06 Chelonoidis carbonaria (Jabuti-Piranga) de ambos os
géneros, com peso de 2,0 a 7,0 kg, provenientes do Parque Ecoldgico do Tieté (Sao
Paulo, SP, Brasil). Todos os procedimentos experimentais, foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA da Universidade Estadual de Campinas:
5265-1/2019 (ANEXO A)) e foi autorizado pelo Sistema de Autorizagao e Informagao
em Biodiversidade (SISBIO: numero 20910 (ANEXO B)).

4.3 Preparo dos tecidos

Os animais foram sedados com midazolam (2 mg/kg; via intramuscular (IM)),
anestesiadas com cetamina (40 mg/kg; via IM) e propofol (15 mg/kg; intravenosa), e
eutanasiadas por exsanguinacdo. Um segmento da aorta dorsal foi cuidadosamente
dissecado e imediatamente imerso em solucdo de Krebs-Henseleit a 27 °C.

Posteriormente, dois anéis aorticos por animal (15 mm), um com endotélio
intacto e outro sem endotélio foram suspensos verticalmente entre dois ganchos de
metal em banhos de 6rgéos contendo 5 mL (Figura 06) da solugéo de Krebs-Henseleit
(composicdo em mM: Cloreto de sédio (NaCl) 118; Cloreto de potassio (KCI) 4,7;
Cloreto de calcio (CaCl2) 2,5; Sulfato de magnésio (MgSOa) 1,2; Bicarbonato de sodio
(NaHCO3) 25; Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4) 1,2; Glicose 5,6 e 3mM de
acido ascorbico), gaseificados com mistura carbogénica: 95% O2 e 5% CO2, e com
pH 7,4 a 27 °C, uma vez que esta temperatura é frequentemente usada para
experimentos de tecido de réptil (CAMPOS et al., 2020; CAMPOS et al., 2019). Apos

30 min de incubac¢éo, uma aliquota com 1 mL do sobrenadante foi transferida para um
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tubo ambar e armazenada a -20 °C até a analise. A remocéao das células endoteliais

foi feita mecanicamente, esfregando suavemente as artérias com uma pinca.

Figura 06 — Representacao do sistema de banho para 6rgéos isolados com solucéo
de Krebs-Henseleit.

Mistura carbogénica (95% O, e 5% CO, ) Bl

Cuba de banho para drgaos isolados 1

Fonte: Créditos ao autor (2021).

4.4 Preparo das amostras

A 6-ND foi extraida de 1 mL de solucdo de Krebs-Henseleit por extracdo em
fase solida (SPE). Os calibradores, controles de qualidades (CQ) e as amostras foram
enriquecidos com 50 pL de solugao de padrao interno (Pl), a 6-nitrodopamina-d4 100
ng/mL. Os cartuchos de extracdo foram condicionados com 1 mL de metanol e, em
seguida, equilibrados com 2 mL de agua deionizada. As amostras foram transferidas
para os cartuchos de extracao e lavadas trés vezes com agua deionizada. Em seguida
foram eluidas com 0,9 mL de metanol / 4gua deionizada (90/10, v/v) + acido férmico

0,1% seguido de evaporacédo sob fluxo de nebulizag&o (N2) a 50 °C.
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4.5 Padrdes de calibracéo e controles de qualidade

As solucdes estoques de 6-ND e da 6-nitrodopamina-d4 foram preparadas em
acetonitrila / agua (20/80, v/v). As curvas de calibragdo (duplicata) foram preparadas
por adicdo de 6-ND em solucédo de Krebs-Henseleit para gerar as concentracdes de
0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 e 20,0 ng/mL. Os CQs foram preparados nas
concentragdes baixa, média 1, média 2 e alta de 0,3, 1,5, 9,0 e 15,0 ng/mL de 6-ND
na solucéo de Krebs-Henseleit.

A curva de calibracdo consistiu em duas amostras branco (amostra de matriz
processadas sem PI), duas amostras zero (amostra de matriz processada com PI), e
8 concentracdes diferentes de padrdao de calibracdo cobrindo a faixa prevista das

concentragdes a serem quantificadas.

4.6 Padrdes e reagentes

Os padrdes da 6-ND (analito) e 6-nitrodopamina-d4 (padréo interno) foram
adquiridos da Toronto Research Chemicals (TRC, North York, Canada). Os acidos
ascorbicos e trifluoroacético foram adquiridos da Sigma - Aldrich Chemicals Co.
(Missouri, EUA). O NaCl, KCI, CaClz, MgSOa4, NaHCO3, KH2PO4 e a glicose foram
adquiridos da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha). A acetonitrila e 0 metanol foram
obtidos da JT Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). A agua foi obtida a partir do sistema de

purificacdo de Sinergia UV ® (Millipore, Molsheim, Franca).

4.7 Analise cromatografica

A quantificacdo da 6-ND na solucédo de Krebs-Henseleit foi realizada por LC-
MS / MS, que constituiu em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) Nexera acoplado a um espectrometro de massas modelo LCMS-8060 triplo
quadrupolo (Shimadzu, Kyoto, Japéo).

O sistema de HPLC era formado por um auto injetor (modelo SIL- 30AC), uma
bomba binaria LC-30AD e um forno de coluna CTO-20AC. A 6-ND foi separada em
uma coluna Shim-pack GIST-HP C18 de 150 mm x 3,0 mm, tamanho de particula de
3 um (Shimadzu, Duisburg, Alemanha) usando 75 % da fase movel A consistindo em

agua deionizada com 0,1 % de acido férmico (v/v) e 25 % da fase movel B consistindo
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em uma mistura acetonitrila / 4gua deionizada (50/50, v / v) + 0,1 % de acido férmico
a uma taxa de fluxo de 350 pyL/min. A temperatura da coluna e do auto injetor foram
mantidas em 65 e 8 °C, respectivamente.

O sistema de detecgdo MS/ MS foi equipado com uma interface (ionizagao) por
eletronebulizacéo (ESI) operando no modo ion positivo. A voltagem capilar no ESI foi
ajustada em 4,0 kV, temperatura de dessolvatacdo em 250 °C, fluxo de gas do
nebulizador em 3,0 L/min, temperatura do bloco de aquecimento em 400 °C, fluxo de
gas de secagem em 10 L/min. A voltagem do cone foi de 5 V e a energia de coliséo
foi de 15 V para a 6-ND e 6-nitrodopamina-d4. Aa analises foram realizadas no modo
monitoramento de reacdes multiplas (MRM). Os ions protonados [M + H]* e seus
respectivos ions produtos foram monitorados nas transi¢ées 203,10> 186,00 para a
6-ND e 199,10> 181,95 para a 6-nitrodopamina-d4. A aquisicdo e quantificacdo dos
dados foram feitas no software LabSolutions, versdo 5.0 (Shimadzu Corporation,

Kyoto, Japao).

4.8 Validacdo do método

O método para analise da 6-ND foi validado de acordo com as recomendacfes
do Food and Drug Administration (FDA, 2018) dos Estados Unidos e da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011).

4.8.1 Seletividade

As amostras branco de solucdo de Krebs-Henseleit (N=6) foram testadas
individualmente, quanto as interferéncias usando o preparo de amostra e as condi¢des
descritas anteriormente e comparadas com os resultados obtidos do limite inferior de
qguantificacdo (LIQ). O LIQ foi definido levando-se em conta a sensibilidade, a precisédo

e a exatiddo do método.

4.8.2 Carryover

O carryover pode ser determinado como um crescimento da concentragao em
uma amostra, oriunda de resquicios da amostra antecedente, provavelmente,
existentes no injetor, liner, coluna e detector (CAMARGO, 2008). O carryover foi

avaliado usando o limite superior de quantificacdo (LSQ) preparado em solucéo de
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Krebs-Henseleit branco (6-ND 20,0 ng/mL). Amostras de solucédo de Krebs-Henseleit
branco extraidas (triplicata) foram injetadas imediatamente apés a injecdo da amostra
LSQ. Assim, o carryover foi avaliado comparando o sinal das amostras de solugéo de
Krebs-Henseleit branco injetadas apds a amostra LSQ com o sinal da amostra LIQ.

Os limites de sinal podem ser < 20 % para analitos e < 5 % para PIs.

4.8.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame, ou seja, 0 analito.
A linearidade das curvas de calibragéo (0,1 - 20,0 ng/mL em duplicata) foi determinada
tracando a proporcéo da area do pico da 6-ND / Pl versus concentracdo nominal da
6-ND. As curvas de calibracdo foram construidas por regressao linear de minimos
guadrados ponderados (1 / x). O coeficiente de correlagao linear deve ser = 0,98.

A linearidade da curva de calibracdo foi desenvolvida conforme os critérios a
seqguir:

e desvio menor ou igual a 20 % em relacdo a concentracdo nominal para o LIQ;

e desvio menor ou igual a 15 % em relacdo a concentracdo nominal para as
outras concentracdes da curva de calibragéo;

e no minimo 75 % dos pontos da curva de calibracdo devem cumprir com 0s

critérios anteriores, incluindo pelo menos uma das réplicas do LIQ e do LSQ.

4.8.4 Precisdo e exatidao

Para avaliar a precisdo e a exatiddo do método analitico desenvolvido
utilizaram-se no minimo trés concentracfes distintas, na faixa de concentracdes
esperadas, onde se avaliou o0 uso de sete determinac¢des para cada concentracdo. A
precisdo e a exatidao foram avaliadas com base numa mesma corrida (intra-corrida),
gue define aqueles parametros durante uma unica corrida analitica; e com base em
corridas diferentes (intercorrida), que mensura a variabilidade entre os dias.

Sete aliquotas de LIQ e todas as amostras de CQ (0,3, 1,5, 9,0 e 15,0 ng/mL)
foram analisadas em trés lotes de validacdo em trés dias diferentes. A precisao inter
e intra-corridas foi determinada como coeficiente de variacdo (% CV) e a exatidao
como o erro relativo percentual (% RE). Os valores de CV ndo devem exceder 15 %
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para cada CQ e 20 % para LIQ e a exatiddo deve estar dentro da faixa de 85 - 115 %

dos valores reais para CQ e dentro da faixa de 80 - 120 % para amostras LIQ.

4.8.5 Efeito da matriz e recuperacao

O efeito da matriz foi avaliado comparando as areas dos picos da 6-ND (0,3 e
15,0 ng/mL) e Pl injetados diretamente na fase movel, com as areas de pico geradas
a partir das solucdes padréo adicionadas aos extratos de solucdo de Krebs-Henseleit
(N = 3). Cada amostra foi obtida por um fator de matriz normalizado por Pl (FMN) de
acordo com a seguinte formula: FMN = (resposta da 6-ND na matriz / resposta do PI
na matriz) / (resposta da 6-ND em solucéo / resposta do em solugéo PIl). O CV dos
FMNSs para todas as amostras deve ser < 15 %. A recuperacdo da extracao analitica
foi determinada em triplicata comparando as areas dos picos de 6-ND de duas
amostras de CQ extraidas (0,3 e 15,0 ng/mL) com as areas dos picos obtidos de
solugdes padréo adicionadas a extratos de solucdo de Krebs-Henseleit nas mesmas

concentracoes.

4.8.6 Estabilidade

Foram avaliadas as estabilidades de curta duracdo, apds 3 ciclos de
congelamento e descongelamento e pdés-processamento. Para a avaliagdo da
estabilidade de curta duragdo os CQs (0,3 e 15,0 ng/mL) foram mantidos na bancada
do laboratdrio em temperatura ambiente durante 6 h. Para verificar a estabilidade apés
ciclos de congelamento e descongelamento, os CQs foram congelados a -20°C por
pelo menos 24 h, a seguir foram descongelados e congelados novamente por 24 h,
repetindo-se esse processo até o terceiro ciclo de congelamento quando foram
extraidos e analisados. Para a avaliacédo da estabilidade pds-processamento, os CQs
extraidos foram mantidos no auto injetor a 8 °C durante 53 h antes da inje¢cdo no

sistema cromatografico.

4.9 Analise dos dados
Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média do numero
de experiéncias (N = 6). O teste t de Student pareado foi usado e o valor de p <0,05

foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS

O presente estudo mostra, pela primeira vez, um método seletivo e sensivel
para andlise de 6-ND em amostras de solucdo de Krebs-Henseleit apds incubagdo em
anéis aorticos de Chelonoidis carbonaria, usando LC-MS/MS e SPE. Os espectros de
massas para 6-ND e Pl sdo apresentados na figura 07. O tempo total da corrida foi de
3,5 min e o tempo de retencéao foi 1,784 + 0,3 para 6-ND e 6-nitrodopamina-d4 (Figura
08).

Figura 07 — Espectros de massas do ion molecular protonado e produto.
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Fonte: Créditos ao autor (2021).
Legenda: Espectros de massas do ion molecular protonado (m/z = 199) e produto (m/z = 182)

da 6-nitrodopamina e ion molecular protonado (m / z = 203) e produto (m/z = 186) da 6-
nitrodopamina-d4 adquiridos na ionizacéo por eletronebulizacdo operando em modo positivo.
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Figura 08 - Cromatogramas obtidos na analise da 6-nitrodopamina.
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Fonte: Créditos ao autor (2021).
Legenda: Solugdo de Krebs-Henseleit branco e solugdo de Krebs-Henseleit branco

enriquecida com 6-nitrodopamina a 0,1 ng / mL e 6-nitrodopamina (padrao interno).

5.1 Validacgéo

5.1.1 Seletividade

O método demonstrou seletividade pela auséncia de interferéncia endégena na

quantificacdo da 6-ND nas amostras testadas.
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5.1.2 Carryover

N&o foi observado nenhum pico nas amostras branco analisadas diretamente
apos a analise da amostra de alta concentracéo. Além disso, nhenhuma interferéncia
significativa foi encontrada no tempo de retencéo de 6-ND e 6-nitrodopamina-d4.

5.1.3 Linearidade

A curva de calibracdo da 6-ND mostrou linearidade na faixa de concentracfes

de 0,1 - 20,0 ng/mL. O coeficiente de correlagéo foi superior a 0,99 (Figura 09).

Figura 09 — Curva de calibracao da 6-nitrodopamina (6-ND). Pl=padréo interno.
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Fonte: Créditos ao autor (2021).

5.1.4 Exatidao e preciséo
A preciséo intra e inter-corridas (% CV) e exatidao (% RE) foram <14,9% e 93,2
- 103,7%, respectivamente (Tabela 01), garantindo a reprodutibilidade e repetibilidade

dos resultados.



36

Tabela 01 - Dados de preciséo e exatidao de 6-nitrodopamina em solucéo de Krebs-
Henseleit.

Parametros 6-Nitrodopamina (ng/mL)
LIQ CQ CQ CcQ CQ
(0.2) (0.3) (1.5) (9.0) (15.0)
Intra-corrida
Média (n=7) 0.104 0.3 1.4 8.78 14.6
Precisdo (% CV) 12.7 5.8 4.8 2.4 4.3
Exatidao (%) 103.7 94.3 94.7 97.5 97.2
Inter-corridas
Média (n=21) 0.104 0.3 1.4 8.9 14.8
Preciséo (% CV) 14.9 6.3 4.4 2.6 4.2
Exatidao (%) 103.6 93.2 93.8 98.5 98.3

Fonte: Créditos pelo autor (2021).
Legenda: %CV: coeficiente de variacdo; QC: controle de qualidade; LIQ: limite inferior de
guantificacéo.

5.1.5 Efeito de matriz
Nenhum efeito de matriz significativo na ionizacdo da 6-ND e do Pl foi
observado (Tabela 02).

Tabela 02 — Efeito da matriz para 6-nitrodopamina em solucéo de Krebs-Henseleit

6-Nitrodopamina FMN CV (%)
0.3 ng/mL (n =5) 1.08 9.0
15.0 ng/mL (n =5) 1.04 13.3

Fonte: Créditos pelo autor (2021).

Legenda: FMN = fator de matriz normalizado por padrdo interno [(resposta do analito na matriz
/ padrdo interno resposta matriz) / (resposta do analito na solucdo / resposta do padréo
interno)]; CV = coeficiente de variagéo [(desvio padrdo FMN / FMN médio) x 100].

5.1.6 Estabilidade
A 6-ND mostrou estabilidade na solucdo de Krebs-Henseleit apés 6 h em

temperatura ambiente, apoés trés ciclos de congelamento e descongelamento, e apdos
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processamento no auto injetor por 53 h a 8°C (Tabela 03), conforme mostrado por CV

e precisao inferior de 9,9%.

Tabela 03 - Dados da estabilidade da 6-nitrodopamina em solucdo de Krebs-
Henseleit.

Estabilidade Média (ng/mL) CV (%) Exatidao (%)

Recém preparado

0.3 ng/mL 0.3 9.9 100.0
15.0 ng/mL 14.7 4.6 98.0

Curta duracéao (6 h)

0.3 ng/mL 0.298 5.8 99.3
15.0 ng/mL 14.9 0.9 99.3

Congelamento / descongelamento

(3 ciclos)
0.3 ng/mL 0.31 8.9 100.3
15.0 ng/mL 14.7 3.6 98.0

P&s-processamento (53 h a 8°C)

0.3 ng/mL 0.3 6.9 100.3
15.0 ng/mL 15.0 3.1 100.0

Fonte: Créditos pelo autor (2021).

Legenda: CV%: coeficiente de variacdo [(DP / média) x 100]; % De precisao = [(E / T) x 100];
E, concentragdo determinada experimentalmente; T, concentragéo teorica; QC, controle de
qualidade.

5.1.7 Aplicagao do método

O método desenvolvido e validado foi aplicado para quantificacédo da liberacéao
basal de 6-ND de aortas de Chelonoidis carbonaria in vitro. A tabela 04 mostra as
concentracbes de 6-ND liberada da aorta com e sem endotélio. A remocdo do

endotélio diminuiu a liberagéo de 6-ND da aorta, indicando que a tecido de Chelonoidis
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carbonaria exibe uma liberacdo basal de 6-ND derivada do endotélio. Esta € a primeira

evidéncia de liberacédo de 6-ND de um tecido bioldgico.

Tabela 04 - Concentragdo de 6-nitrodopamina em amostras de solucdo de Krebs-
Henseliet apds incubacédo de anéis adrticos de Chelonoidis carbonaria.

NUmero da amostra 6-Nitrodopamina (ng/mL)

E+ E-
1 0.25 0.15
2 0.70 0.30
3 0.36 0.08
4 0.41 0.34
5 0.55 0.10
6 0.38 0.10
Média 0.44 0.18
Erro padrdo da média 0.06 0.05
Valor de p 0.0076

Fonte: Créditos pelo autor (2021).
Legenda: E+: Anéis da aorta com endotélio intacto; E-: Anéis da aorta sem endotélio.



39

6 DISCUSSAO

As ferramentas cromatograficas de analise apresentam-se como as relevantes
técnicas de separacdo, principalmente na analise de substancias presentes em
matrizes complexas, como por exemplo, fluidos biologicos, produtos naturais,
sedimentos de rio e outras. Isto se deve, sobretudo, a sua habilidade de separacéo
dos itens presentes nas misturas em funcéo da eficiéncia e do poder de resolucao das
colunas modernas (LANCAS 2009).

O presente método foi realizado com base em um estudo anterior do nosso
grupo, no qual foi realizada a quantificagcdo de DA, NOR e ADR por LC-MS/MS em
solucdo de Krebs-Henseleit de anéis aorticos de Chelonoidis carbonaria in vitro
(BRITTO-JUNIOR et al., 2020). Em contrapartida, neste estudo, os cartuchos Strata™
-X foram usados como sorvente para a preparacao da amostra, em vez de adicionar
oxido de aluminio (Al203) diretamente nas amostras. Usando esses cartuchos para
extracdo da 6-ND resultou em recuperacdes médias de 95,49% e 92,16% para as
amostras de QC baixo e alto, respectivamente. Quando extraido com Al20Os3, a
recuperagéo foi muito menor (29,70% e 17,46% para amostras de CQ baixo e alto,
respectivamente).

A introducdo de um grupo nitro, um substituinte de remocé&o de elétrons, no
anel de catecol aromatico, diminui tanto a protonacdo quanto as constantes de
formacao do complexo Al (Ill) dos ligantes substituidos devido a seus efeitos indutivos
e de ressonancia, que diminuem fortemente a basicidade dos dois fendlicos grupos
em catecol (NURCHI et al.,, 2009). O grupo nitro também diminui o0 componente
covalente levando a afinidade de ligacdo mais baixa (TORRE et al., 2018).

Os cartuchos Strata™-X também foram testados para extracdo de
catecolaminas e as recuperacdes médias foram 94,15% e 93,64% para amostras de
CQ de dopamina baixo e alto, 98,97% e 95,03% para amostras de CQ de NOR
amostras de baixo e alto CQ de ADR, e 100,02% e 92,40% para baixo e alto. Estes
resultados mostram que os cartuchos Strata™-X podem ser usados para preparacao
de amostras de catecolaminas.

As catecolaminas foram separadas em uma coluna Lichrospher RP-8 de 100 x
4,6 mm usando como dispositivo movel fase acetonitrila / agua (90/10, v/ v) + hidréxido
de amoénio 2,5 mM a um fluxo de 1,3 mL / min no estudo anterior. Neste trabalho, 6-
ND foi separada em uma coluna Shim-pack GIST-HP C18 de 150 mm x 3,0 mm,
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tamanho de particula de 3 ym, usando 75% da fase mével A consistindo em agua
desionizada com 0,1% de acido férmico (v/v) e 25% de fase movel B consistindo em
acetonitrila / 4gua deionizada (50/50, v/v) + 0,1% de acido férmico a um de fluxo de
350 pL/min. As condigbes cromatograficas utilizadas no presente estudo geraram um
tempo retencao de 1,78 min, enquanto o anterior resultou em tempo de retencéo de
4,75 min. Como feito para as catecolaminas, o acido ascérbico 3 mM foi adicionado a
solucéo de Krebs-Henseleit para prevenir a oxidagéo da 6-ND (BRITTO-JUNIOR et
al., 2020; OENE et al., 1983).

A determinacdo precisa das catecolaminas em amostra biolégica, é um
obstaculo, pois elas sédo de facil oxidacdo e possuem estruturas instaveis (XIE et al.,
2018). Em um outro estudo, foi visto que as células da camada endotelial sdo aptas a
sintetizar e liberar catecolaminas em resposta a hipdxia quando avaliado in vitro e para
isquemia in vivo (SORRIENTO et al., 2012). A 6-ND foi extraida por SPE, um protocolo
bastante utilizado para determinar catecolaminas de diversas amostras, como por
exemplo: soro, urina e plasma, que mostraram resultados aceitaveis (JI et al., 2010;
LI; LI; KELLERMANNA, 2016; PETTEYS et al., 2012; YU et al., 2019).

A DA foi determinada em plasma neonatal humano por LC-MS / MS e em
seguida derivatizada com anidrido propibnico, resultando em um LIQ de 10,0 pg/mL
(ZHANG et al., 2016). A NOR e a ADR foram quantificadas no plasma humano por
LC-MS / MS em combinacdo com SPE & base de alumina e um procedimento de
derivatizacdo com LIQ de 20,0 pg/mL para NOR e 5,0 pg/mL para ADR (ZHANG et
al., 2012). A 6-ND foi previamente extraida no cérebro de rato através da detecc¢éo
por uma reacdo de quimioluminescéncia de peroxioxalato por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, mas a reprodutibilidade (<10 %) ndo era confiavel e nao foi
quantificada (TSUNODA et al., 2007). As catecolaminas possuem papel relevante na
regulacéo do sistema vascular e respiratério em répteis. Foi verificado em Chrysemys
picta bellii (tartaruga-pintada) o aumento dos niveis circulantes de catecolaminas,
especialmente NOR submetidas durante um protocolo de anoxia. Além disso, foi visto
gue as catecolaminas desempenham um papel na mediacdo do aumento da glicose
no sangue podendo ser um fator significativo na manutencao da viabilidade do tecido
(WASSER; JACKSON, 1991).

Ha pouco tempo, foi publicado pelo nosso grupo de pesquisa utilizando a LC-
MS/MS que as curvas de calibracdo para DA, NOR e ADR foram lineares para as

concentracdes de 0,1-10,0 ng/mL e tendo com uma correlagéo de coeficiente maior
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que 0,99 e LIQ foi 0,1 ng/mL. Ainda, o receptor do tipo D2 antagonista inibiu as
contracdes induzidas por estimulacdo do campo elétrico, indicando assim que as
catecolaminas sdo também liberadas no endotélio vascular de aortas de Chelonoidis
carbonaria (BRITTO-JUNIOR et al., 2021).

Outro resultado relevante publicado pelo nosso grupo de pesquisa, foi
verificado no tecido humano em endotélio de VUH e na AUH a liberacdo de 6-ND por
LC-MS / MS, obtendo curva de calibragéo linear para concentragdes de 0,1-10 ng/mL
e com o coeficiente de correlacdo superior a 0,99. Além disso, a 6-ND esta
supostamente atuando como um antagonista dopaminérgico, com seletividade para o
receptor D2 (BRITTO-JUNIOR et al., 2021).

Pesquisas futuras ainda sao necessarias para o melhor entendimento da 6-ND,
nesse sentido, as perspectivas de estudo sado importantes para a caracterizacao da
acao farmacolégica em aortas de répteis (chelonoidis carbonaria e corn snakes) e em

vasos de corddes umbilicais humanos.
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7 CONCLUSAO

O método desenvolvido e validado para quantificacdo da 6-ND por LC-MS / MS
em solucdo de Krebs-Henseleit se mostra sensivel, preciso e exato o suficiente para
sua aplicacdo na medida da liberacdo basal em aorta de Chelonoidis carbonaria in
vitro. Foi demonstrado ainda, a liberacdo basal de 6-ND derivada do endotélio.
Corroborando a isso, a continuacdo e validacdo de protocolos farmacolégicos
tradicionais é de grande valia, pois proporciona um melhor entendimento, descobertas
de novos mediadores e uma melhor compressdo para possiveis tratamentos

patolégicos.
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INTRARET IB https://intranet.ib.unicamp,br/imranet/formuIarioceua/cemﬁc
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacdo do papel do endotélio como fonte de
catecolamina em Chelonoidis sp, registrada com o n°® 5265-1/2019, sob a
responsabilidade de Prof. Dr. Gilberto De Nucci e Felipe Fernandes Jacintho, Rafael
Campos, que envolve a produgéo, manutengéo ou utilizagio de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o0 homem) para fins de pesquisa cientifica (ou
ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO
DE 2008, que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N°
6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao

de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP,
em reunido de 29/05/2019.

Finalidade: () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do projeto: 01/05/2019 a 25/03/2029
Vigéncia da autorizagio para 29/05/2019 a 25/03/2029
manipulacao animal:
Espécie / linhagem/ raga: Réptil** / Chelonoids sp
No. de animais: 10
Idade/Peso: 30.00 Anos /3.00 Kilos
Sexo: 10 Machos
Espécie / linhagem/ raga: Réptil** / Chelonoids sp
No. de animais: 10
| Idade/Peso: 30.00 Anos / 3.00 Kilos
| Sexo: 10 Machos
| Espécie / linhagem! raca: Réptil** / Chelonoidis sp
| No. de animais: 10
Idade/Peso: 30.00 Anos / 3.00 Kilos
Sexo: 10 Fémeas
Espécie / linhagem/ racga: Réptil** / Chelonoidis sp
No. de animais: 10 |
ldade/Peso: 30.00 Anos / 3.00 Kilos ]
Sexo: 10 Fémeas
Origem: Os animais serdo adquiridos no Parque. Ecol()gico do
Tieté e serdo utilizados para fins experimentais no mesmo
dia da sua chegada, permanecendo menos de 24 horas no
laboratério de Farmacologia.
Biotério onde serdo mantidos -N#o se aplica- )
0s animais:
A aprovagio pela CEUA/UNICAMP n#o dispensa autorizag&o a junto ao |IBAMA, L@
SISBIO ou CiBio e ¢ restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios € _
laboratérios da Universidade Estadual de Campinas. 4
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= -i 7
Anbo-g oA 0 1=

Prof. Dr. Waﬁgner José lﬂévam Rosangela dos Santos

Presidente ! Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengio 20 prazo para envio do relatériofinal de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apés o encerramento de sua

vigincia. O formulario encontra-se disponivel na pégina da CEUAUNICAMP, &rea de p is 8 d Anko aps de relatério no prazo

pedira que Novos sejam
2nf2 29/05/2019 14:52

il __—d_, .




ANEXO B — AUTORIZACAO DO SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA

A Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o’ Sistema de Autorizagdo e Informacédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 20910-11 I Data da Emissao: 27/04/2020 08:45:32 | Data da Revalidagao*: 01/03/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidad Imente mediante a apr ¢ao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Gilberto De Nucci TCPF: 868.134.478-15
Titulo do Projeto: Avaliagao, ex vivo, do trato urogenital de Chelonoidis carbonaria.
Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS ICNPJ: 46.068.425/0001-33

Cronograma de atividades

Descricédo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Retirada de tecidos e retomada de estudos na Unicamp 04/2020 04/2021

2 | Selegao dos animais e inicio do tratamento 08/2009 08/2009

3 |inicio do tratamento 09/2009 09/2009

4 | Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 10/2012 12/2012

5 | Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 06/2011 07/2011

6 |Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 08/2011 09/2011

7 |Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 07/2012 09/2012

8 |Retirada de tecidos, andlise de resultados e finalizagdo dos estudos 01/2013 07/2013

9 |Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 10/2011 12/2011

10 | Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 04/2012 06/2012

11 | Retirada de tecidos e estudos na Unicamp 01/2012 03/2012

12 | Retirada de tecidos e retomada dos estudos na Unicamp 04/2015 03/2016

13 | Retirada de tecidos e retomada dos estudos na Unicamp 08/2013 08/2014

14 | Retirada de tecidos e retomada de estudos na unicamp 03/2016 03/2017

15 | Retirada de tecidos e retomada de estudos na unicamp 05/2017 05/2018

16 | Retirada de tecidos e retomada de estudos na unicamp 03/2019 03/2020

Equipe

# [Nome Fungéo CPF Nacionalidade

1 |Renata Lopes Rodrigues Executor 368.601.738-58 Brasileira

2 |Rafael de Morais Campos Executor / Médico Veterinario 020.678.733-26 Brasileira

Observacgoes e ressalvas

1 | O pesquisador somente podera realizar atividade de campo apos o término do estado de emergéncia devido 4 COVID-19, assim por ato da

3 Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CO AO, 0 i titular desta i devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

i , as i para das coletas e de uso da infraestrutura da unidade.

3 O titular de 30 ou de licenca assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislacdo vigente, ou quando da inadequagdo, omissdo ou
falsa d g0 de i que i a do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizagdo ou licenga suspensa ou revogada pelo
ICMBio, nos termos da legislacdo brasileira em vigor.

4 Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugdo Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n° 1072010, no que especifica esta
Autorizagao, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
ambito do ensino superior.

Este documento foi expedido com base na Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo
poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagdo: 0209101120200427 Pagina 1/4
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3 Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio

Icmi o’. Sistema de Autorizagio e Informacédo em Biodiversidade - SISBIO
MMA

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 20910-11 | Data da Emissao: 27/04/2020 08:45:32 Data da Revalidacao*: 01/03/2021

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades

do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacao do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Gilberto De Nucci | CPF: 868.134.478-15
Titulo do Projeto: Avaliagéo, ex vivo, do trato urogenital de Chelonoidis carbonaria.
Nome da Instituigdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS |CNPJ: 46.068.425/0001-33

Observacgoes e ressalvas

5

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que o de recursos e tendo por objeto

coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se

destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a o do Ministério de Ciéncia e T

O titular de licenga ou autoriza¢do e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e i de captura sempre que possivel, ao grupo

taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao a de oes do grupo

de em digdo in situ.

Esta a0 NAO exime o titular e os de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservagao

estadual, distrital ou icil ou do ietario, io, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacéo federal cujo processo de regularizacdo

fundiaria encontra-se em curso.

Este néo dispensa o i da legi 30 que dispde sobre acesso a do iménio genético tente no territorio nacional, na plataforma continental e

na zona omi iva, ou ao il ici i ao i io genético, para fins de pesquisa cientifica, bi e i ico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.br/cgen.

Locais onde as atividades de campo serao executadas

# |Descrigao do local Municipio-UF Bioma Caverna? Tipo

1 | Unicamp Campinas-SP Mata Atlantica Nao Fora de UC Federal

2 |Univap Sao José dos Mata Atlantica Néo Fora de UC Federal
Campos-SP

Atividades

# |Atividade Grupo de Atividade

1 | Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Atividades ex-situ (fora da natureza)

Atividades X Taxons

Atividade Taxon Qtde.

Coleta/transporte de amostras bioldgicas ex situ Chelonoidis carbonaria -
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In this study, the development and validation of a method for quantification of 6-nitrodopamine in Krebs-
6-nitrodopamine Henseleit’s solution by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) with positive
LC"MS/ MS X ion electrospray ionization is described. Aortic rings taken from tortoise were either denuded or left with
'Srzlrltiiglemse extraction endothelium intact (15 mm, N = 6) and were incubated for 30 min in 5 mL Krebs-Henseleit’s solution in an organ
Endothelium bath. Solid phase extraction (SPE) was performed for aliquots of 1 mL of the supernatant. The separation of 6-

nitrodopamine was obtained on a 150 mm x 3 mm Shim-pack GIST-HP C18 column, using 75% of mobile phase
A consisted of deionized water with 0.1% formic acid (v/v) and 25% of mobile phase B consisted of acetonitrile/
deionized water (50/50, v/v) + 0.1% formic acid at a flow rate of 350 pL/min in an isocratic mode. The method
was linear over the concentration range of 0.1-20 ng/mL. The method was sensitive, precise and accurate for the
assessment of the basal release of 6-nitrodopamine from Chelonoidis carbonaria aortae in vitro. The mean + SEM
concentrations of 6-nitrodopamine released from endothelium-intact and endothelium-denuded aortae were
0.44 + 0.06 ng/mL and 0.18 + 0.05 ng/mL, respectively. These results indicate that tortoise’s aortae display a
basal endothelium-derived 6-nitrodopamine release.

1. Introduction

6-Nitrodopamine is a member of 6-nitrocatecholamines family and a
putative product of the nitric oxide (NO)-dependent nitration of dopa-
mine [1,2]. In vitro, 6-nitrodopamine inhibits neuronal nitric oxide
synthase (nNOS) activity [2]. Tortoise Chelonoidis carbonaria aortic
endothelium releases mediator(s) capable of modulating electrical field
stimulation (EFS) induced spasmogenic activity [3], similarly shown in

human umbilical cord vessels (HUCV) [4]. Chelonoidis carbonaria aortic
rings released dopamine, noradrenaline and adrenaline in vitro [5]. In
humans, both umbilical arteries (HUA) and human umbilical vein ves-
sels (HUV) also present a basal release of endothelium-derived dopa-
mine [6]. Within the central nervous system (CNS), dopamine is a key
neurotransmitter as well as being an important modulator of blood
pressure, sodium balance, and renal and adrenal function and thus
relevant to the pathophysiology of hypertension [7]. Endothelium-
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ABSTRACT

The contractions of Chelonoidis carbonaria aortic rings induced by
electrical field stimulation (EFS) are not inhibited by blockade of the
voltage-gated sodium channels by tetrodotoxin but almost abolished
by the a.1/02-adrenoceptor antagonist phentolamine. The objective of
this study was to identify the mediator(s) responsible for the EFS-
induced contractions of Chelonoidis carbonaria aortic rings. Each ring
was suspended between two wire hooks and mounted in isolated
10 ml organ chambers filled with oxygenated and heated Krebs-
Henseleit's solution. Dopamine, noradrenaline and adrenaline
concentrations were analysed by liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry. The contractions caused by dopamine
and EFS were done in absence and presence of the nitric oxide (NO)
synthesis inhibitor L-NAME, the NO-sensitive guanylyl cyclase
inhibitor ODQ, the D1-like receptor antagonist SCH-23390, the D2-
like receptor antagonists risperidone, quetiapine, haloperidol, and the
tyrosine hydroxylase inhibitors salsolinol and 3-iodo-L-tyrosine.
Basal concentrations of dopamine, noradrenaline and adrenaline
were detected in Krebs-Henseleit solution containing the aortic rings.
The catecholamine concentrations were significantly reduced in
endothelium-denuded aortic rings. L-NAME and ODQ significantly
potentiated the dopamine-induced contractions. The D2-like receptor
antagonists inhibited the EFS-induced contractions of the aortic rings
treated with L-NAME, whereas SCH 23390 had no effect. Similar
results were observed in the contractions induced by dopamine
in L-NAME treated aortic rings. These results indicate that
catecholamines released by endothelium regulate the EFS-induced
contractions. This may constitute a suitable mechanism by which
reptilia modulate specific organ blood flow distribution.
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INTRODUCTION

It is well established that endothelial cells modulate vascular
reactivity through the release of mediators such as prostacyclin
(Moncada et al., 1976), nitric oxide (Furchgott and Zawadzki,
1980) and endothelin (Yanagisawa et al., 1988). Catecholamines
modulate vascular tonus through the actions on o- and
B-adrenoceptors (Ahlquist, 1948); however, the production and
release of catecholamines are associated with the existence of
nerve terminals on vessels (Kadowitz et al., 1976; Matsuyama
et al., 1985).

Electrical-field stimulation (EFS) is a technique in which an
electrical stimulus is applied uniformly to an isolated tissue in short
pulse widthwaves (Paterson, 1965; Bevan, 1962). EFS is commonly
used in protocols evaluating adrenergic (Campos et al., 2019a,b;
Dail et al., 1987), cholinergic (De Oliveira et al., 2019) and non-
adrenergic non-cholinergic events (Ignarro et al., 1990; De Oliveira
et al.,, 2003). Tetrodotoxin is considered an inhibitor of nerve
terminal stimulation, since it blocks voltage-sensitive sodium
channels (Narahashi et al., 1964).

Electrical-field stimulation causes aortic contractions of the
tortoise Chelonoidis carbonaria, but these responses are not
inhibited by tetrodotoxin, indicating they are not due to nerve
terminal stimulation (Campos et al., 2020). Interestingly, these EFS-
induced aortic contractions are reduced by either the ai-adrenoceptor
antagonist phentolamine or by endothelium removal (Campos et al.,
2020), suggesting a potential modulatory role for endothelium-
derived catecholamines. Similar observations have been reported
for EFS-induced aortic contractions of the snakes Crotalus durissus
terrificus, Bothrops jararaca (Campos et al., 2018a) and
Panterophis guttatus (Campos et al., 2018b), as well as of the
human umbilical cord vessels (Britto-Junior et al., 2020a). Since
immunohistochemistry failed to identify nerve terminals in
Chelonoidis carbonaria aortae (Campos et al., 2020), the results
indicate a non-neuronal source of catecholamine synthesis.
Interestingly, the enzyme tyrosine hydroxylase, responsible for
catalyzing the conversion of L-tyrosine to L-DOPA, was identified
only in the endothelial cells from Chelonoidis carbonaria aorta
(Campos et al., 2020) and from both human umbilical artery and
human umbilical vein (Britto-Junior et al., 2020b). The inhibition
by phentolamine of EFS-induced contractions in both tortoise
(Campos et al., 2020) and umbilical cord vessels (Britto-Junior
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Electrical field stimulation (EFS) induces contractions of both snake aorta and human
umbilical cord vessels (HUCV) which were dependent on the presence of the en-
dothelium. This study aimed to establish the nature of the mediator(s) responsible for
EFS-induced contractions in HUCV. Rings with or without endothelium from human
umbilical artery (HUA) or vein (HUV) were mounted in organ bath chambers containing
oxygenated, heated Krebs-Henseleit's solution. Basal release of dopamine (DA), no-
radrenaline, and adrenaline was measured by LC-MS-MS. Cumulative concentration-
response curves were performed with dopamine in the absence and in the presence
of L-NAME or of dopamine antagonists. EFS studies were performed in the presence
and absence of L-NAME, the a-adrenergic blockers prazosin and idazoxan, and the do-
pamine antagonists SCH-23390 and haloperidol. Tyrosine hydroxylase (TH) and dopa-
decarboxylase (DDC) were studied by immunohistochemistry and fluorescence in situ
hybridizations. Basal release of dopamine requires an intact endothelium in both HUA
and HUV. TH and DDC are present only in the endothelium of both HUA and HUV as
determined by immunohistochemistry. Dopamine induced contractions in HUA only
in the presence of L-NAME. Dopamine-induced contractions in HUV were strongly
potentiated by L-NAME. The EFS-induced contractions in both HUA and HUV were
potentiated by L-NAME and inhibited by the D2-like receptor antagonist haloperidol.
The a-adrenergic antagonists prazosin and idazoxan and the D1-like receptor antago-
nist SCH-23390 had no effect on the EFS-induced contractions of HUA and HUV.
Endothelium-derived dopamine is a major modulator of HUCV reactivity in vitro.

KEYWORDS
dopamine, EFS, endothelium, haloperidol, human umbilical artery, human umbilical vein,

idazoxan, L-NAME, prazosin, tyrosine hydroxylase

Abbreviations: DDC, dopa decarboxylase; EFS, electric field stimulation; HUA, human umbilical artery; HUCV, human umbilical cord vessels; HUV, human umbilical vein; LC-MS-MS,
Liquid chromatography/tandem mass spectrometry; L-NAME, Nw-nitro-L-arginine-methyl ester; TH, tyrosine hydroxylase.
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ABSTRACT

Since 2015, as a sign of setback, the Ministry of Health
stopped publishing the data regarding the investments of
Mental Health Services, in particular, Centers for Psycho-
Social Care (Centros de Atengdo Psicossocial, CAPS).
Among the psychiatric diseases, schizophrenia is one of
the most serious and disabling disorders in Brazil. In this
context, the aimed of this study is to analyze the Brazilian
profile of schizophrenia and schizophrenia spectrum
disorders from 2013 to 2019. During the studied time, the
hospitalization by schizophrenia and schizophrenia
spectrum disorders committed more males (304.793)
compared to females (192.887). In males, hospitalization
was more prevalent in aged 30-39 followed by 20-29, 40-
49, 50-59, 60-69, 70-79, and 80 or older. Interestingly, a
different profile was seen in females, women aged 40-49
were more hospitalized, followed by 30-39, 50-59, 20-29,
60-69, 70-79, and 80 or older. Decreasing the rate of
hospitalization in subjects aged 30 and more, and a steady
rate in individuals aged 20 years old in both sexes. The
data showed a decrease of hospitalization in subjects aged
30 or more and no difference in younger age over time,
these findings may indicate in short-term the
schizophrenic spectrum hospitalization did not have an
impairment.

KEYWORDS: Schizophrenia; Brazil; Hospitalization;
Mental Health Services.

1. INTRODUCTION

Mental disorders have emerged as a global health
issuel. Highly prevalent worldwide, it is estimated that
one in four people will be diagnosed with a psychiatric
disease during the lifetime?. It was reported that 31% of
work disability is related to neurologic and psychiatric
disorders worldwide3. Besides the high rate of
disability, in a Brazilian study was reported re-
hospitalization due to mental illness is approximately
42.6% in one year*.

BJSCR (ISSN online: 2317-4404)

Among the mental disorders, schizophrenia is an
important psychiatric disease, considered as one of the
most serious and disabling disorders, characterized by
symptoms  such as, delusions, disorganized
communication, hallucinations, reduced motivation,
apathy, and poor planning, which affects approximately
1% of the population®. Schizophrenic patients live on
average 17 years less comparing with people
undiagnosed for major mental diseases. Besides
mortality due to suicide, two-thirds of the
schizophrenic-premature deaths are related to diabetes,
cardiovascular and smoking-related diseases®. In this
regard, the earlier diagnosis for this psychiatric disease
has an important impact and a successful treatment can
prolong schizophrenic patients’ life.

Previous reports addressed several pathways in
order to understand the biological link in
schizophrenia, schizotypal and delusional disorders.
It’s known heritability is the major risk factor for these
diseases, increasing the odds up to 80%’. Some studies
showed that polymorphisms in several genes could
affect schizophrenia, schizotypal and delusional
disorders, such as, presence of o-1C subunit of the
L-type voltage-gated calcium channel (CACNALC)
gene, as a significant risk gene for schizophrenia® and
polymorphisms in multidrug resistance 1 (MDR1) gene
is related to greater severity of delusions and
hallucinations®. However, due to the complex
pathophysiology of mental illness, the biological link
between these disorders is unclear.

Besides the biological influence of schizophrenia
and its spectrum, it is important to highlight the
Brazilian ~ Psychiatric ~ Reform  though  the
implementation and expansion of Centers for Psycho-
Social Care (Centros de Atengdo Psicossocial, CAPS)
according to the Decree 189/1991, 224/1992 e
336/2002. From 1990 and 2010, there was a crucial
increase of implementation of CAPS from 12 to 1620
in the counties, respectively, which represent an

Openly accessible at http://www.mastereditora.com.br/bjscr
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RESUMO

ADoenca Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC)
caracteriza-se pela limitagdo cronica e persistente do
fluxo de ar. Geralmente é progressiva e resulta em uma
resposta inflamatéria andmala das vias aéreas e do
parénquima pulmonar. E uma doenca ocasionada pela
exposicdo a fumaca do cigarro, a exposicao
ocupacional e & combustdo de biomassa, isso devido a
uma dilatacdo dos espagos aéreos distais nos
bronquiolos terminais. O processo inflamatério crénico
a exposicdo do cigarro pode promover alteragcdes como
bronquite crénica, bronquiolite respiratdria, e ainda
causar destruicdo do parénquima pulmonar, resultando
no enfisema pulmonar. A melhora do estado geral em
salde tem sido uma preocupagdo constante em o todo
mundo, para isso, diversas terapias alternativas tém
sido inseridas, dentre elas destaca-se o laser e a
natacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacdo pulmonar; DPOC;
Laserterapia; Natac&o.

ABSTRACT

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is
characterized by chronic and persistent airflow
limitation. It is usually progressive and results in an
abnormal inflammatory response of the airways and
lung parenchyma. It is a disease caused by exposure to
cigarette  smoke, occupational exposure and
combustion of biomass, this is due to a dilation of the
distal air spaces in the terminal bronchioles. The
chronic inflammatory process to cigarette exposure can
promote changes such as chronic bronchitis, respiratory
bronchiolitis, and even cause destruction of the lung
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parenchyma, resulting in pulmonary emphysema. The
improvement of the general health status has been a
constant concern worldwide, for this reason, several
alternative therapies have been inserted, among which
the laser and swimming stand out.

KEYWORDS: Pulmonary inflammation; COPD; Laser
Therapy; Swimming.

1. INTRODUCAO

A Iniciativa Global para a Doenca Pulmonar
Obstrutiva Cronica, publicado em 2018, definiu a
Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) como
uma limitagdo cronica e persistente do fluxo de ar,
geralmente progressiva e que resulta em uma resposta
inflamatoria anémala das vias aéreas e do parénquima
pulmonar. Esse mal é ocasionado pela exposicdo a
fumaca do cigarro, exposicdo ocupacional e combustéo
de biomassa, 0s quais provocam uma dilatagdo dos
espacos aéreos distais nos bronquiolos terminais?.

A DPOC pode ser classificada em enfisema
pulmonar, que é o aumento anormal dos espacos aéreos
distais em relacdo ao brénquio terminal, e em bronquite
cronica, que é uma condi¢do caracterizada pela
secrecdo excessiva de muco na arvore broénquica®. A
DPOC, atualmente, é um problema de salde de grande
relevancia, ndo apenas pela sua alta prevaléncia, mas
devido as comorbidades relacionadas a este quadro, o
que eleva as taxas de mortalidade®*.

A DPOC gera alteragbes extrapulmonares
significativas para 0 organismo, tais como a
desnutricdo, inflamagdo sistémica, perda da massa
muscular, depressdo, descondicionamento fisico,
disfuncédo diafragmatica e musculatura periférica. Desta
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RESUMO

A hanseniase ¢ uma doenga contagiosa causada pelo
bacilo Mycobacterium leprae ou pelo Mycobacterium
lepromatosis, afetando a pele e ao sistema nervoso
periférico. Tem alta poténcia incapacitante e apresenta
lesdes cuténeas e envolvimento nervosa, classificadas
entre paucibacilar e multibacilar. Devido as deformidades
e incapacidades que a doenga gera, varios pacientes
sentem-se estigmatizados em func¢do da sua autoimagem,
desenvolvendo danos emocionais e psicologicos, além
disso, tréz prejuizos na qualidade de vida. A relevancia de
um protocolo de tratamento prévio, devido a hanseniase
originar um sofrimento que atravessa o quadro algico e o
mal-estar estritamente vinculados ao prejuizo fisico, com
grande impacto social e psicologico.

PALAVRAS-CHAVE: Hanseniase, qualidade de vida,
atividades cotidianas, independéncia.

ABSTRACT

Leprosy is a contagious disease caused by the bacillus
Mycobacterium leprae or Mycobacterium lepromatosis,
affecting the skin and the peripheral nervous system. It
has high disabling power and has skin lesions and nerve
involvement, being classified into paucibacillary and
multibacillary. Due to the deformities and disabilities that
the disease generates, several patients feel stigmatized
because of their self-image, developing emotional and
psychological damage, in addition, it brings losses in the
quality of life. The relevance of a previous treatment
protocol, due to leprosy causing suffering that goes
through the pain and malaise strictly linked to physical
damage, with great social and psychological impact.

KEYWORDS: Leprosy, quality of life, daily activities.
independence.
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1. INTRODUCAO

A hanseniase, ou doenca de Hansen, é uma infeccao
causada pelo bacilo Mycobacterium leprae ou pelo
Mycobacterium lepromatosis, com progresso cronico e
lento?,

O periodo de incubacdo da doenca é de
aproximadamente 5 anos e 0s sintomas podem aparecer
no primeiro ano, mas em alguns casos, pode levar 20
anos ou mais?. A doenga acomete a pele e o sistema
nervoso periférico, ocasionando uma reducdo de
sensibilidade nervosa dos membros superiores e
inferiores periféricos, resultando em uma grave
deficiéncia fisica e deformidades com consequéncias
ruins para a salde e qualidade de vida do paciente®.

A transmissdo € através de goticulas ou aerossdis*®.
Os pacientes com hanseniase sdo classificados de
acordo com o0 numero de lesdes cutaneas e
envolvimento nervoso®: paucibacilar e multibacilar,
sendo que a primeira é até cinco lesdes, enquanto que a
segunda é mais de seis, recpectivamente®,

O tratamento da hanseniase de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) é por
antibioticos de uso diario no periodo de 6 a 12 meses e
follow-up dos pacientes durante anos?®. As resisténcias
bacterianas em pacientes com hanseniase sdo raras,
com o primeiro caso em 1964 e depois em 1976,
quando se usava a monoterapia. Alguns casos de
resisténcia foram reportados ao redor do mundo, mas a
maioria foi por conta da recidiva apds terapia
insuficiente’.

A doenca continua sendo uma questdo de saude
plblica para varios paises de baixa e média renda,
incluindo o Brasil, com cerca de 27.000 novos casos a
cada ano®. Endémica em mais de 100 paises em todo o
mundo, a cada ano ha 200.000 novos diagnésticos e
mais de 4 milhGes de pessoas vivendo com algum tipo
de comprometimento relacionado a hanseniase®.
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INCIDENCIA DE LESOES NO SISTEMA MUSCULOESQUELETICO EM ATLETAS DE
JUDO NAS CATEGORIAS SUB 15 E SUB 21 NO ESTADO DO PIAUI

INCIDENCE OF INJURIES IN THE MUSCULOSKELETAL SYSTEM IN JUDO ATHLETES IN
THE U15 AND U21 CATEGORIES IN THE STATE OF PIAUI

INCIDENCIA DE LESIONES EN EL SISTEMA MUSCULOSQUELETICO EN ATLETAS DE
JUDO EN LAS CATEGORIAS U15 Y U21 EN EL ESTADO DE PIAUI
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RESUMO: Objetivo: analisar a incidéncia de lesdes do sistema musculoesquelético em judocas do
estado do Piaui nas categorias sub 15 e sub 21, e a relagdo de todos os movimentos adotados durante
o trauma. Métodos: Participaram deste estudo onze atletas de jud6é de ambos os géneros, distribuidos
em grupo sub 15 e grupo sub 21, no periodo de novembro a dezembro de 2017. Foi aplicado um
questionario estruturado com questdes fechadas e abertas sobre a relacdo das técnicas de judd com as
lesbes oriundas deste esporte. Resultados: Do total, 72,7% (n=8) eram do sexo masculino e 27,3%
(n=3) do sexo feminino. O membro dominante mais prevalente foi o direito, perfazendo um total de
63,6 (n=7) da amostra. Em relacdo as variaveis continuas a média de peso foi de 65,02+22,2 quilos e
a de altura foi de 1,66+0,10 metros (Tabela 2). A idade variou de 14 a 20 anos (média = 15,81+2,18).
Conclusdo: De acordo com os resultados obtidos, a prevaléncia de lesbes musculoesqueléticas
acometeu igualmente os géneros com predominancia durante o golpe de projecdo imperfeita, e nos
treinos, devido a desigualdade de peso entre os atletas e as repeticdes dos golpes.

DESCRITORES: Judd; Traumatismos em atletas; Competicéo.

ABSTRACT: Objective: to analyze the incidence of musculoskeletal system injuries in judokas
from the state of Piaui in categories under 15 and under 21, and the relationship of all movements
adopted during trauma. Methods: Eleven judo athletes of both genders, distributed in under 15 and
under 21 groups, participated in this study from November to December 2017. A structured
questionnaire with closed and open questions about the relationship of judo techniques was applied.
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A INFLUENCIA DO TABAGISMO SOBRE A MECANICA RESPIRATORIA DE ADULTOS
JOVENS

THE INFLUENCE OF SMOKING ON THE RESPIRATORY MECHANICS OF YOUNG
ADULTS

LA INFLUENCIA DE FUMAR EN LA ’MECANICA RESPIRATORIA DE ADULTOS
JOVENES
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RESUMO: Obijetivo: avaliar os efeitos do tabagismo sobre a mecanica respiratdria em adultos
jovens. Métodos: esse estudo é delineado como pesquisa de campo, de abordagem quantitativa,
descritiva e de natureza comparativa. A amostra do estudo foi composta por 18 participantes,
escolhidos de acordo com os critérios pré-estabelecidos. Para coleta de dados, utilizou-se uma ficha
de avaliacdo elaborada pelos pesquisadores, um manovacuémetro analdgico para mensurar a forca
dos musculos respiratérios por meio da PImax e da PEmax e um Peak- Flow para medir o pico de
fluxo expiratdrio. Resultados: a maioria dos participantes (n=12) 66,7% eram do género masculino
e (n=6) 33,3% do género feminino. Dos (n=10) 55,6% tabagistas (n=6) 60% haviam iniciado fumo
antes dos 18 anos. Segundo a escala de dependéncia de nicotina 30% do grupo apresentou grau
elevado (n=3). Houve diferenca estatisticamente significativa entre média de altura entre jovens
com nivel 1 em relacdo aqueles com nivel 2 de dependéncia de nicotina (1,76 versus 1,67; p=0,01).
Conclusdo: O héabito apresenta efeitos deletérios, desenvolvendo uma dependéncia quimica e
alterando a mecanica respiratoria de adultos jovens.

DESCRITORES: Jovens adultos; Tabagismo; Mecanica respiratéria; Fisioterapia.

ABSTRACT: Objective: to evaluate the effects of smoking on respiratory mechanics in young
adults. Methods: this study is designed as a field research, with a quantitative, descriptive and
comparative approach. The study sample consisted of 18 participants, chosen according to pre-
established criteria. For data collection, an evaluation form prepared by the researchers was used, an
analog manovacuometer to measure the strength of the respiratory muscles by means of PImax and
PEmax and a Peak-Flow to measure the peak expiratory flow. Results: most participants (n = 12)
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EFEITOS DO DRY NEEDLING NA LOMBALGIA CRONICA
EFFECTS OF DRY NEEDLING ON CHRONIC LOMBALGY

EFECTOS DE AGUJA SECA EN LA LOMBALGIA CRONICA
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RESUMO: Obijetivo: Analisar os efeitos do dry needling em pacientes com lombalgia cronica.
Métodos: A amostra contou com 07 participantes, de ambos 0s géneros e faixa etaria entre 18 e 65
anos com presenca de dor lombar por mais de trés meses. Para a coleta de dados foi aplicado o
questionario de incapacidade-RMDQ e uma ficha de avaliagdo ortopédica. Resultados: houve
diferenca estatisticamente significativa entre pontuacdo para dor na EVA no segundo dia do
tratamento e apods 4 atendimentos (5,85 versus 3,57, p<0,01) e entre 0 4° e 8° atendimento (3,57versus
1,14, p<0,01). Houve também diferenca estatisticamente significativa entre as médias do inicio e fim
do tratamento (5,85+0,89 versus 1,14+0,38, p<0,01). Concluséo: que a intervencao fisioterapéutica
empregando a técnica de dry needling em pacientes com lombalgia crénica apresentou diversos
beneficios, dentre eles, reducao do quadro algico e melhora da amplitude de movimento.
DESCRITORES: Dor lombar; Sindromes da Dor Miofascial; Agulhas.

ABSTRACT: Objective: To analyze the effects of dry needling in patients with chronic low back
pain. Methods: The sample consisted of 07 participants, of both genders and age range between 18
and 65 years old, with low back pain for more than three months. For data collection, the RMDQ
disability questionnaire and an orthopedic evaluation form were applied. Results: There was a
statistically significant difference between VAS pain score on the second day of treatment and after
4 visits (5.85 versus 3.57, p <0.01) and between the 4th and 8th visit (3.57versus 1.14, p <0.01). There
was also a statistically significant difference between the mean start and end of treatment (5.85 £ 0.89
versus 1.14 + 0.38, p <0.01). Conclusion: that the physical therapy intervention employing the dry
needling technique in patients with chronic low back pain had several benefits, including pain
reduction and range of motion improvement.

DESCRIPTORS: Backache; Myofascial Pain Syndromes; Needles.
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