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RESUMO 

As catecolaminas são compostos orgânicos que possuem, em sua estrutura, um 

grupo catecol (3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a um grupo de amina. 

São encontradas no sistema nervoso simpático, na medula adrenal, e estão 

distribuídas em várias regiões do sistema nervoso central, sendo as principais 

catecolaminas, dopamina, norepinefrina e epinefrina, formando uma classe de 

neurotransmissores químicos e hormonais. A dopamina é um neurotransmissor 

amplamente conhecido por seu papel nas funções cerebrais, no entanto, também foi 

demonstrado que a dopamina exerce efeitos inotrópicos positivos no coração, 

aumentando a força de contração. As nitrocatecolaminas são uma nova classe de 

catecolaminas. A primeira indicação de produção endógena de nitrocatecolamina 

surgiu ao se observar que os níveis de noradrenalina detectados por microdiálise do 

núcleo paraventricular hipotalâmico de ratos diminuíam após a perfusão do tecido com 

uma solução contendo óxido nítrico (NO). A 6-nitrodopamina (6-ND) também faz parte 

das novas catecolaminas e, através da utilização de espectroscopia de massa em 

tandem por eletropulverização positiva para HPLC (HPLC-MS/MS), foi identificada a 

liberação basal de 6-ND em diversos tecidos vasculares in vitro, como artéria e veia 

umbilical e poplítea humana, como, também, em aorta de Chenoidis carbonária, 

Pantheophi guttatus e Callitrix spp. Além dos tecidos vasculares, a liberação basal de 

6-ND foi observada em átrio e ventrículo direito isolado de rato, camundongo e coelho, 

e ducto deferente isolado de rato e humano. O objetivo deste estudo foi investigar se 

a 6-ND é o agente endógeno mais potente em relação aos parâmetros de inotropismo 

positivo no coração isolado de rato. Para tanto, foram utilizados os ventrículos direito 

e esquerdo, isolados em bloco, de cada coração de rato, e suspensos em um banho 

de órgão de 5 mL contendo solução de Krebs-Henseleit (KHS; em mM: NaCl 118, KCl 

4,7, CaCl2 2,5, MgSO4 1,7, NaHCO3 24,9, KH2PO4 1,2, dextrose 11, piruvato de 

sódio 2, pH 7,4) continuamente gases com uma mistura (95% O2: 5% CO2) a 37 °C, 

suplementada com ácido ascórbico (1 mM) para prevenir oxidação de catecolaminas. 

Nossos resultados mostraram que os ventrículos isolados apresentaram liberação 

basal de 6-ND, a qual foi significativamente inibida pelo pré-tratamento (30 min) com 

L-NAME (100 µM). A liberação basal de 6-ND também foi reduzida nos ventrículos 

obtidos de ratos tratados cronicamente com L-NAME. A incubação de ventrículos 

isolados de ratos com TTX (30 min, 1 µM) não teve efeito na liberação basal de 6-ND. 



Os níveis de dopamina, noradrenalina e adrenalina não foram detectados em todas 

nas amostras estudadas. Posterior, realizamos o tratamento crônico (4-6 semanas) 

nos ratos com L-NAME (20 mg/dia) na água de beber, e os corações foram isolados 

e perfundidos in vitro utilizando a preparação de Langendorff. Os corações obtidos 

dos animais tratados cronicamente com L-NAME apresentaram uma pressão de 

desenvolvimento do ventrículo esquerdo significativamente menor. Como também 

foram evidenciadas alterações significativamente menores nos seguintes parâmetros, 

taxa máxima de aumento da pressão do ventrículo esquerdo (dP/dtmax), frequência 

cardíaca, e produto de pressão, em comparação aos corações obtidos dos animais 

controle. Os resultados com a preparação de Langendorff demonstram que 6-ND é 

um agente inotrópico positivo muito potente, sendo mais potente que a dopamina e a 

noradrenalina (mil vezes) e a adrenalina (dez mil vezes). 6-ND deve ser considerado 

o agente inotrópico endógeno mais potente já relatado, uma vez que a 

síntese/liberação de 6-ND dos ventrículos é significativamente reduzida após a 

inibição aguda e crônica da sintase de NO. 

 

Palavras-chaves: Catecolaminas, 6-nitrocatecolamina, L-NAME, Inotropismo. 

 



ABSTRACT 

Catecholamines are organic compounds that possess in their structure a catechol 

group (3,4-dihydroxybenzene) linked by an ethyl bridge to an amine group. They are 

found in the sympathetic nervous system, in the adrenal medulla, and are distributed 

in various regions of the central nervous system, with the main catecholamines being 

dopamine, norepinephrine, and epinephrine, forming a class of chemical and hormonal 

neurotransmitters. Dopamine is a neurotransmitter widely known for its role in brain 

functions; however, it has also been shown that dopamine exerts positive inotropic 

effects on the heart, increasing contraction strength. Nitrocatecholamines are a new 

class of catecholamines. The first indication of endogenous nitrocatecholamine 

production arose when observing that the levels of noradrenaline detected by 

microdialysis of the paraventricular hypothalamic nucleus in rats decreased after tissue 

perfusion with a solution containing nitric oxide (NO). 6-nitrodopamine (6-ND) is also 

part of the new catecholamines, and through the use of tandem mass spectrometry by 

positive electrospray ionization for HPLC (HPLC-MS/MS), basal release of 6-ND was 

identified in various in vitro vascular tissues such as human umbilical artery and vein, 

human popliteal artery, as well as aorta from Chenoidis carbonaria, Pantheophi 

guttatus, and Callitrix spp. In addition to vascular tissues, basal release of 6-ND was 

observed in isolated right atrium and ventricle of rat, mouse, and rabbit, and isolated 

rat and human vas deferens. The aim of this study was to investigate whether 6-ND is 

the most potent endogenous agent regarding positive inotropic parameters in the 

isolated rat heart. To this end, the left and right ventricles, isolated as a block, from 

each rat heart were used and suspended in a 5 mL organ bath containing Krebs-

Henseleit solution (KHS; in mM: NaCl 118, KCl 4.7, CaCl2 2.5, MgSO4 1.7, NaHCO3 

24.9, KH2PO4 1.2, dextrose 11, sodium pyruvate 2, pH 7.4) continuously gassed with 

a mixture (95% O2: 5% CO2) at 37 °C, supplemented with ascorbic acid (1 mM) to 

prevent catecholamine oxidation. Our results showed that isolated ventricles exhibited 

basal release of 6-ND, which was significantly inhibited by pre-treatment (30 min) with 

L-NAME (100 µM). Basal release of 6-ND was also reduced in ventricles obtained from 

rats chronically treated with L-NAME. Incubation of isolated rat ventricles with TTX (30 

min, 1 µM) had no effect on basal release of 6-ND. (Levels of dopamine, 

norepinephrine, and adrenaline were not detected in all samples studied. 

Subsequently, chronic treatment (4-6 weeks) of rats with L-NAME (20 mg/day) in 



drinking water was performed, and hearts were isolated and perfused in vitro using the 

Langendorff preparation. Hearts obtained from animals chronically treated with L-

NAME exhibited significantly lower left ventricular development pressure. Additionally, 

significantly smaller alterations were evidenced in the following parameters: maximum 

rate of left ventricular pressure increase (dP/dtmax), heart rate, and pressure-product, 

compared to hearts obtained from control animals. Results with the Langendorff 

preparation demonstrate that 6-ND is a very potent positive inotropic agent, being more 

potent than dopamine and norepinephrine (thousand times) and adrenaline (ten 

thousand times). 6-ND should be considered the most potent endogenous inotropic 

agent ever reported, as the synthesis/release of 6-ND from the ventricles is significantly 

reduced after acute and chronic inhibition of NO synthesis. 

 

Keywords: Catecholamines, 6-nitrocatecholamine, L-NAME, Inotropism. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 A síntese das catecolaminas  

 

As catecolaminas são compostos orgânicos que possuem em sua 

estrutura um grupo catecol (3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a 

um grupo de amina1. As catecolaminas estão presentes no sistema nervoso 

simpático, na medula adrenal e são distribuídas por diversas regiões do sistema 

nervoso central (SNC)1. 

As principais catecolaminas são a dopamina, norepinefrina e epinefrina, 

constituindo uma classe de neurotransmissores químicos e hormonais2,3. Suas 

principais funções são regular os processos fisiológicos e contribuir para o 

desenvolvimento de condições neurológicas psiquiátricas, endócrinas e 

cardiovasculares2,3. 

As catecolaminas são produzidas a partir da tirosina4. A primeira etapa 

envolve a hidroxilação da tirosina para formar L-3,4-diidroxifenilalanina (L-

DOPA), uma reação catalisada pela enzima tirosina hidroxilase4. Após a sua 

formação, o L-DOPA é descarboxilado para dopamina (DA) pela L-aminoácido 

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

convertida em norepinefrina (NE) por ação da enzima dopamina-beta-hidroxilase 

(DA-B-hidroxilase) A NE, por sua vez, pode ser transformada em epinefrina em 

neurônios que contenham a enzima feniletanolamina-N-metiltranferase3,4,5. 

A maior parte da epinefrina presente nas terminações nervosas ou células 

cromafins está armazenada em vesículas e, em situações normais, apenas uma 

pequena porção está na forma livre no citoplasma6. O transportador vesicular de 

monoaminas (VMAT) é responsável por manter as concentrações nas vesículas. 

O VMAT, diferentemente do transportador de aminas encarregado pela captação 

de NE nas terminações nervosas, faz uso do gradiente trans vesicular de prótons 

como força motriz6,7. Uma vez liberada na fenda sináptica, o efeito da NE acaba, 

principalmente, pela sua captura nas terminações nervosas noradrenérgicas. A 

epinefrina e a NE circulantes são degradas enzimaticamente. As principais 

enzimas que metabolizam as catecolaminas se localizam no espaço intracelular,  
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por esse motivo, elas precisam ser captadas pelas células para que ocorra sua 

degradação metabólica3,8,9. 

A recaptura neuronal da NE é mediada pelo transportador de 

norepinefrina (NET) localizado na membrana celular. Esse transportadores 

funcionam como cotransportador de Cl-, Na+ e a amina correspondente, 

aproveitando o gradiente de sódio como força motora10,11. Uma vez no 

compartimento celular, uma parte da NE é armazenado dentro de vesículas por 

meio da ação do VMAT. A aquisição pós-sináptica de noradrenalina é conduzida 

pelo transportador extra neuronal de monoaminas (EMT), que compõem um 

grupo de transportadores de cátions orgânicos extensa e amplamente 

distribuídos10,11. O NET apresenta alta seletividade para noradrenalina, 

demonstrando elevada afinidade com uma velocidade de captação reativamente 

baixa. Este transportador desempenha um papel crucial na preservação dos 

estoques de NE. O EMT tem uma capacidade de transporte superior em 

comparação com o NET9. 

As catecolaminas exógenas e endógenas são predominantemente 

degradas por duas enzimas celulares: monoaminoxidade (MAO) e catecol-o-

metiltransfrase (COMT). A MAO, que abrange as isoformas MAO-A e MAO-B, 

encontra-se nas mitocôndrias, mais precisamente em suas membranas 

externas. Estando amplamente presente nas terminações nervosas 

noradrenérgicas, mas sendo encontrada em outros tecidos como fígado e 

epitélio intestinal 9,11. 

A MAO transforma catecolaminas em sua aldeídos correspondentes, os 

quais são prontamente degradados pela aldeído-desidrogenase em seus ácidos 

carboxílicos correspondentes (a norepinefrina produz o 3,4-di-hidroxifenilglicol) 

na periferia4,11. Além disso, a MAO oxida outras monoaminas, incluindo a 

serotonina e a dopamina, Dentro dos neurônios simpáticos, a MAO desempenha 

uma importante função na regulação da quantidade de DA e NE4,11. As principais 

vias metabólicas da NE incluem o ramo oxidativo, cujo catalisador é a dopamina 

β-hidroxilase (ADH), resultando no ácido vanilmandélico (VMA) como principal 

metabólico urinário. A via redutora, medida pela aldeído-redutase- (AR), gera um 

metabolito menos prevalente, o ácido 3-metoxi-4-hidroxifelilglicólico (MHPG), o 

qual é conjugado com sulfato de MHPG antes de ser excretado11. 
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1.2 A Dopamina 

 

A dopamina (DA) foi sintetizada pela primeira vez em 191012,13. Por volta 

de 1930, ela foi identificada como um composto intermediário na produção de 

epinefrina e NE. No entanto, acreditava-se que a DA era mais do que apenas 

esse intermediário na biossíntese dessas catecolaminas. Apenas no começo da 

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

possibilidade de possuir uma função de sinalização própria13. Ao fim da década, 

Carlsson e Montagu13 encontraram estoques de DA no cérebro. Posteriormente, 

Hornykiewicz12,13 constatou uma falta de DA no cérebro comprometida pela 

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

distúrbios e doenças neurológicos12-15.  

A DA está estreitamente associada à melanina, um pigmento sintetizado 

a partir de uma reação oxidativa da DA, L-DOPA ou tirosina. A melanina está 

presente na pele e na cutícula, atribuindo à substância negra o seu nome 

característico devido à sua coloração escura12,15-18. Ambas a L-DOPA e a DA 

são rapidamente oxidadas por processos não enzimáticos, resultando na 

formação de espécies reativas de oxigênio citotóxicas e quinonas12,15-18. Essas 

quinonas da L-DOPA e da DA estabelecem adutos com a alfa-sinucleína, o 

componente principal dos corpos de Lewy, no Parkinson. A DA é um composto 

polar, apresentando dificuldade para atravessar a barreira hematoencefálica12,15-

18  

A DA é sintetizada por uma via biossintética semelhante à da 5-HT. A 

tirosina e a fenilalanina são os aminoácidos precursores da DA. Na maioria dos 

mamíferos, a enzima fenilalanina hidroxilase converte a fenilalanina em tirosina. 

A diminuição nos níveis desta enzima resulta em um aumento na concentração 

de fenilalanina, gerando a fenilcetonúria. Para evitar comprometimento 

intelectual, a fenilcetonúria deve ser controlada por meio de restrições na 

dieta14,15,17. 

O cérebro consegue captar a tirosina com facilidade. Entretanto, 

diferentemente do triptofano, a quantidade da tirosina no cérebro costuma estar 

saturada14-16,19. A transformação da tirosina em L-DOPA (3,4 

dihidroxifenilalanina) pela tirosina hidroxilase representa a etapa limitante na 
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produção da dopamina. A tirosina hidroxilase é uma enzima multifuncional, que 

depende de ferro e de um cofator biopterina; sua ação é controlada por 

fosforilação e pela inibição pelo produto 14-16, 19.  

Quatro isoformas da tirosina hidroxilase são descritas em humanos, o que 

difere de muitos primatas não humanos (duas), e dos ratos (apenas uma). Ainda 

não se sabe se as diferentes isoformas apresentam funções distintas. Assim que 

formado, o L-DOPA é convertido em dopamina por intermédio da enzima AADC, 

também responsável pela conversão de L-5-hidroxitriptofano em 5-HT14-16,20  

No sistema nervoso central (SNC) e na periferia, a AADC apresenta uma 

atividade elevada, dificultando a medição fácil dos níveis basais de L-DOPA. A 

L-DOPA, diferentemente da DA, atravessa facilmente a barreira 

hematoencefálica, sendo então transformada em DA, justificando a eficácia da 

L-DOPA no tratamento do Parkinson15.  

As vias cerebrais onde a DA está mais presente incluem a projeção 

conectada à substância negra, o neoestriado, e a projeção que comunica a 

região tegmental ventral com as estruturas limbares, especialmente o córtex 

límbico15. A eficácia terapêutica da levodopa, um medicamento 

antiparkinsoniano, está vinculada à primeira área, enquanto se acredita que a 

eficácia terapêutica dos medicamentos antipsicóticos esteja ligada à segunda. 

Além disso, os neurônios dopaminérgicos no hipotálamo ventral exercem uma 

função crucial na regulação da hipófise18.  

Cinco subtipos de receptores de DA são descritos, sendo que todos são 

metabotrópicos, ou seja, exercem suas ações por meio de segundos 

mensageiros, e não diretamente na abertura de canais iônicos. Esses receptores 

de DA  são divididos em duas subfamílias, a saber, os subtipos de receptores 

tipo D1 (D1R e D5R), acoplados a Gs, ativando a adenilil ciclase, e a subfamília 

tipo D2 (D2R, D3R e D4R) acoplada a Gi, inibindo a adenilil ciclase21. 

Em geral, a DA exerce uma ação moduladora e pode ter efeitos tanto 

inibitórios quanto excitatórios sobre os neurônios do SNC, dependendo do 

receptor específico ativado e do contexto neural. Essa ação foi mais 

detalhadamente descrita nos neurônios dopaminérgicos da substância negra, 

nos quais a ativação do receptor D2 induz a abertura dos canais de potássio por 

meio da proteína de acoplamento Gi17.  
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1.3 A 6-nitrodopamina  

 

A primeira indicação de produção endógena de nitrocatecolaminas surgiu 

ao observar que os níveis de noradrenalina detectados por microdiálise do 

núcleo paraventricular hipotalâmico de ratos diminuíam após a perfusão do 

tecido com uma solução contendo óxido nítrico (NO)22. Empregando 6-

nitronoradrenalina, sintetizada por meio da insuflação de NO, em uma solução 

contendo cloridrato de noradrenalina como referência, extratos de cérebro suíno 

foram submetidos à análise por cromatografia de alta pressão acoplada à 

detecção eletroquímica. Sendo identificado um pico com tempo de retenção 

idêntico ao padrão, caracterizado como 6-nitronoradrenalina, por meio de 

espectrometria UV, espectrometria de massa (MS) e espectroscopia de RMN22. 

Usando a mesma metodologia, a presença de 6-nitronoradrenalina foi 

identificada em extratos de cérebro de ratos. As quantidades de 6-

nitronoradrenalina foram significativamente reduzidas (aproximadamente 60-

70%), mas não totalmente eliminadas, em extratos de cérebro de ratos 

previamente tratados com o inibidor da síntese de NO, L-NAME22.  

A reação de catecolaminas com nitrito de sódio gerou a 6-

nitronoradrenalina, 6-nitroadrenalina e 6-nitrodopamina23, posterior, a presença 

de 6-nitronoradrenalina e 6-nitronoradrenalina em extratos de cérebro de rato foi 

quantificada por HPLC24. O transporte de noradrenalina em sinaptossomas de 

ratos é inibido por 6-NN22, e a administração intratecal de 6-NN induz analgesia 

devido à liberação de noradrenalina25. Essas observações indicam que as 

nitrocatecolaminas podem atuar como mediadores neuronais no SNC. 

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

de massa em tandem por eletropulverização positiva para HPLC (HPLC-

MS/MS), foi identificada em diversos tecidos vasculares in vitro de artéria e veia 

umbilical humanas26, artéria e veia poplítea humanas27, aorta de Chelonoidis 

carbonaria28, aorta de Pantherophis guttatus29, e artéria e aorta pulmonar obtidas 

do sagui Callitrix spp30 

Além dos tecidos vasculares, a liberação basal de 6-ND foi observada em 

átrio direito isolado de rato31, átrios e ventrículos direitos isolados de 
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camundongo32, átrios e ventrículos isolados de coelho33, ducto deferente isolado 

de rato34, e ducto deferente isolado humano35  

 

1.4 O óxido nítrico 

 

Em 1980, Furchgott e Zawadzki36 evidenciaram que o relaxamento 

vascular provocado pela acetilcolina dependia da existência do endotélio. Eles 

destacaram que esse fenômeno era mediado por um fator humoral instável, 

futuramente identificado como fator de relaxamento dependente do endotélio 

(EDRF)36,37. Ao longo dos anos 80, demonstrou-se que esse EDRF era muito 

semelhante ao óxido nítrico (NO). Mas, apenas em 1992, que o NO foi 

plenamente reconhecido como essa molécula38. 

O NO pode atuar como oxidante ou como redutor a depender do meio no 

qual se encontra e pode reagir facilmente com oxigênio, produzindo nitrito e 

nitrato39,40. A molécula de óxido nítrico (NO) apresenta o menor peso molecular 

entre os produtos de secreção celular de mamíferos. Ela apresenta uma meia-

vida curta e pouca especificidade em suas reações41. Trata-se de um composto 

citotóxico e vasodilatador que participa na modulação de reações inflamatórias 

ou anti-inflamatórias, conforme o tipo celular e o estímulo apresentado42,43. 

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

reagir facilmente com radicais superóxido, oxigênio ou metais de transição, como 

cobalto, fero e manganês ou cobre44. O NO apresenta uma elevada afinidade 

com o grupo heme, encontrado em diversas proteínas intracelulares 

(cicloxigenase, guanilato ciclase e NOS) e, também, consegue se ligar a grupos 

-SH, produzindo tiol45; é um gás estável e incolor, moderadamente solúvel em 

água e apresenta uma meia-vida que varia de três a 60 segundos, podendo durar 

por mais tempo a depender da concentração de O·2- e O2 do ambiente46- 52. 

O NO é sintetizado, principalmente, a partir da arginina. Dentro das células 

endoteliais dos vasos, a L-arginina, quando há oxigênio molecular, produz NO e 

L-citrulina por meio de uma reação catalisada pelo óxido nítrico-sintase (NOS)49. 

O óxido nítrico transpassa o endotélio em direção à musculatura lisa vascular, 

ativando de maneira direta a enzima guanilato ciclase solúvel, promovendo o 

aumento intracelular de cGMP (monofosfato cíclico de guanosina). Esse 



16 
 
 

 

processo leva ao relaxamento do musculo liso ao redor dos vasos, gerando 

vasodilatação53. Essa interação da guanilil ciclase solúvel com o NO provoca 

muitos efeitos fisiológicos e patofisiológicos37. 

O NO participa de vários processos biológicos, como inibição da ativação, 

relaxamento vascular, citotoxicidade mediada por macrófagos, relaxamento do 

corpo cavernoso peniano humano, adesão e agregação plaquetária, depressão 

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

regulação da pressão sanguínea basal, prevenção de piloro espasmo em 

estenose pilórica hipertrófica infantil e microcirculação medular e glomerular. A 

atuação do NO foi descrita no cerebelo, endotélio, nervos não adrenérgicos não 

colinérgicos (NANC), neutrófilos, macrófagos, células epiteliais pulmonares, rins, 

miocárdio e mucosa gastrintestinal40,54-57. O NO também pode desempenhar um 

papel na vasodilatação associada à angiogênese, tanto fisiológica quanto 

patológica, como observado em casos de tumores58.  

 

 

1.5 Óxido nítrico sintase 

 

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

literatura, são descritas três isoformas dessa enzima, sendo duas constitutivas 

(cNOS) e uma induzida (iNOS)40,59. Essa enzima se encontra no citosol e precisa 

de cofatores, como o tetrahidrobiopterina (BH4), o heme, a flavina adenina 

dinucleotídeo (FAD), a flavina mononucleotídeo (FMN) e o NADPH47. A cNOS 

basal é estimulada pelo aumento na concentração celular de cálcio em 

decorrência da ativação de receptores presentes na superfície da célula e dos 

mecanismos de transdução do sinal42. A administração de glicocorticoides não 

afeta sua síntese46. Por outro lado, a iNOS não requer cálcio para ser ativada, 

mas, para a sua atuação, é preciso sintetizar mRNA37. 

A isoforma I, ou óxido nítrico-sintase neuronal (nNOS), representa uma 

NOS constitutiva e está localizada em células epiteliais, neurônios, SN periférico, 

SNC, sistema NANC, medula adrenal, mácula densa do rim, músculo 

esquelético, células b pancreática, órgão sexual masculino e outros37. A nNOS 

apresenta grande importância fisiológica, uma vez que ela participa de diversas 
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sinapses no SNC; contribui para a regulação central da pressão arterial, o 

relaxamento do músculo liso e a vasodilatação através dos nervos periféricos37.  

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

induzida por citocinas e lipopolissacarídeos e está presente tanto no endotélio 

quanto na musculatura lisa vascular37. Uma vez ativada, ela gera uma 

quantidade significativa de NO, que exerce uma função citostática, além de 

causar fragmentação de DNA.  

A isoforma III, também conhecida como óxido nítrico-sintase endotelial 

(eNOS), constitui uma forma constitutiva de NOS, que gera NO dentro do 

endotélio vascular em condições basais. No entanto, a força de cisalhamento 

gerada pelo fluxo sanguíneo pode aumentar sua produção37. O NO liberado na 

luz dos vasos sanguíneos promove inibição da adesão e agregação plaquetária, 

além de inibir a adesão leucocitária no endotélio vascular. Ele inibe a 

mitogênesese, a síntese de DNA e a proliferação de células musculares lisas 

vasculares e, também, ajuda no controle da contratilidade cardíaca e pressão 

arterial60,61.  
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2. OBJETIVOS  

2.1 Objetivos gerais  

Avaliar se a 6-nitrodopamina é o agente endógeno mais potente em 

termos de inotropismo positivo no coração isolado de rato. 

 

2.2 Objetivos específicos 

I. Avaliar a liberação basal de catecolaminas no ventrículo de ratos, 

tratados ou não, cronicamente com L-NAME;  

 

II. Avaliar a liberação basal de catecolaminas no ventrículo de ratos 

controles, não tratados e incubados com L-NAME (100 µM) ou com o bloqueador 

do canal de sódio voltagem-dependente tetrodotoxina (TTX; 1 µM);  

 

III. Determinar os níveis de dopamina, noradrenalina e adrenalina em 

todas as amostras (limite de quantificação foi de 0,1 ng/mL);  

 

IV. Avaliar o efeito da administração crônica de L-NAME na pressão 

de desenvolvimento do ventrículo esquerdo (LVDP);  

 

V. Determinar a taxa máxima de aumento da pressão do ventrículo 

esquerdo (dP/dtmax), e a frequência cardíaca em corações isolados.  

 

VI. Avaliar o efeito de injeções bolus das catecolaminas nos 

parâmetros de pressão de desenvolvimento do ventrículo esquerdo (LVDP), 

dP/dtmax e frequência cardíaca.  

 

VII. Avaliar o efeito da infusão de atenolol nos parâmetros aumentados 

de pressão de desenvolvimento do ventrículo esquerdo (LVDP), dP/dtmax, e 

frequência cardíaca (FC) induzidos pelas catecolaminas. 
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2. METODOLOGIA 

 

Design experimental: Animais e tratamento com inibidor de síntese 

de NO NωCloridrato de éster metílico de nitro-L-arginina (L-NAME) 

Os animais (ratos Wistar machos, pesando 280–320 g) foram adquiridos 

do CEMIB-UNICAMP (São Paulo, Brasil). Os protocolos foram aprovados pelo 

comitê de ética local (CEUA; Protocolo n.º 5746-1/2021; 5831-1/2021). Os 

animais receberam água filtrada contendo L-NAME na dose de, 

aproximadamente, 20 mg / rato / dia por um recebeu água filtrada. 

 

Ventrículos isolados de ratos 

A eutanásia foi realizada com superdosagem de isoflurano (concentração 

superior a 5% até 1 min após a interrupção da respiração) seguido de 

exsanguinação para confirmação da eutanásia. Após a eutanásia, o tórax foi 

aberto e o coração foi rapidamente excisado. Os ventrículos direito e esquerdo 

foram isolados em bloco de cada coração de rato e suspensos em um banho de 

órgão de 5 mL contendo solução de Krebs-Henseleit (KHS; em mM: NaCl 118, 

KCl 4.7, CaCl2 2,5, MgSO4 1.7, NaHCO3 24.9, KH2PO4 1,2, dextrose 11, 

piruvato de sódio 2, pH 7,4) continuamente gaseificado com uma mistura (95% 

O2: 5% CO2) a 37 °C, suplementado com ácido ascórbico (1 mM) para evitar a 

oxidação das catecolaminas. 

 

Libertação basal de catecolaminas dos ventrículos dos ratos 

Os ventrículos direito e esquerdo em bloco de cada rato foram suspensos 

em um banho de órgão de 5 mL, contendo KHS (pH 7,4; 95% O2 / 5% de CO2; 

37 °C) contendo ácido ascórbico (1 mM) durante 30 min. Duas alíquotas de 2 mL 

do sobrenadante foram transferidas para tubos Eppendorf pretos e armazenadas 

a -20 ° C até a análise. A liberação basal de catecolaminas também foi avaliada 

a partir de ventrículos obtidos de animais cronicamente tratados com L-NAME e 

de ventrículos de animais controle incubados com L-NAME (100 μM) ou o 

bloqueador de canais de sódio dependente de voltagem tetrodotoxina (TTX; 1 

μM). E determinação de catecolaminas foi realizada por cromatografia líquida 

acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS). 
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Análise do coração perfundido de Langendorff e desenho 

experimental 

Heparina (1000 UI / kg) foi injetada i.p. para evitar a coagulação do sangue 

seguido da eutanásia. O tórax foi aberto e o coração foi rapidamente excisado, 

a aorta ascendente foi canulada e o coração foi montado em um aparelho de 

Langendorff não recirculante. O coração isolado foi perfundido com KHS (pH 7,4, 

37 °C), equilibrado com mistura gasosa de carbógeno (95% O2: 5% CO2) em 

fluxo constante (10 mL/min) e pressão diastólica final do ventrículo esquerdo 

(PDFVE) mantida de 4-10 mm Hg durante o equilíbrio inicial. Um balão de látex 

cheio de água, conectado ao transdutor de pressão (MLT1199 BP Transducer, 

ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, EUA), foi inserido no ventrículo esquerdo (VE) 

através da valva mitral. A pressão sistólica do ventrículo esquerdo (PSVE), a 

pressão diastólica final do ventrículo esquerdo (DPePDF) e a frequência 

cardíaca (FC) foram registradas continuamente por um sistema PowerLab 

(ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, EUA). A pressão desenvolvida do ventrículo 

esquerdo (PDFVE) foi calculada pela seguinte fórmula: PSVE-DPeDP e 

expressa em mmHg. O produto da frequência pressórica (DP) foi calculado como 

o produto da frequência cardíaca (FC) e da pressão desenvolvida do ventrículo 

esquerdo (LVDP) da seguinte forma: DPP = (FC × LVDP). Um coração foi usado 

para uma única droga e para uma dose única. Apenas corações que 

apresentaram frequência cardíaca basal entre 250 e 300 bpm foram empregados 

nos experimentos. Após um período de equilíbrio de pelo menos dez minutos, 

um único bolus (10 mL) de 6-ND (0,01, 0,1, 1 ou 10 pmol), dopamina (1, 10, 100 

ou 1000 pmol), noradrenalina (1, 10, 100 ou 1000 pmol) ou adrenalina (1, 10, 

100 ou 1000 pmol) foi injetado. Um coração foi utilizado para uma única droga e 

para uma dose única (para a avaliação do efeito inotrópico de 0,01 (n = 5), 0,1 

(n = 6), 1 (n = 6) e 10 (n = 6) pmol de 6-ND, foram empregados 23 animais). 

 

Efeito da infusão de atenolol no efeito inotrópico positivo induzido 

por catecolaminas 

Após um período de equilíbrio de pelo menos dez minutos, uma infusão 

de atenolol de dez minutos (100 mL / min) (0,001, 0,01, 0,1 e 1 μM; concentração 

final) foi realizada antes da injeção em bolus de 6-ND (1 pmol), dopamina (10 
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nmol), noradrenalina (1 nmol) e adrenalina (1 nmol). O coração foi monitorado 

por 15 min. Um coração foi usado para um único medicamento e uma única 

infusão. 

 

Análise estatística 

A pressão desenvolvida do ventrículo esquerdo (PDFVE) foi calculada 

como a diferença entre os valores da pressão sistólica e diastólica final, 

recebidos da curva da PDFVE. A pressão sistólica do ventrículo esquerdo 

(PSVE), a pressão diastólica final do ventrículo esquerdo (DPePDF) e a 

frequência cardíaca (FC) foram registradas continuamente por um sistema 

PowerLab (ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, EUA). A pressão desenvolvida do 

ventrículo esquerdo (PDFVE) foi calculada pela seguinte fórmula: PSVE-DPeDP 

e expressa em mmHg. O produto da frequência presso-pressão (DPP) foi 

calculado pela seguinte fórmula: FC vezes LVDP e expresso em batimentos × 

mmHg × min−1. A taxa máxima de aumento da pressão ventricular esquerda 

(+dP/dtMax) foi monitorada continuamente por um transdutor de pressão 

conectado a um sistema PowerLab (AD Instrument, Dunedin, Nova Zelândia) e 

expresso em mmHg ×s−1. As alterações na PDFVE foram expressas como o 

aumento acima da linha de base. Os dados da frequência cardíaca são 

apresentados como batimentos por minuto (bpm). Os resultados são 

apresentados como a média ± erro padrão da média (EPM). Testes t pareados 

e não pareados foram usados quando apropriado. As comparações entre três ou 

mais grupos foram avaliadas por meio de ANOVA de uma via, seguida do teste 

de Newman-Keuls.  
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3. RESULTADOS 

 

Os resultados desta dissertação são apresentados em formato de artigos 

publicados na revista Life, sob o título: “6-Nitrodopamine Is the Most Potent 

Endogenous Positive Inotropic Agent in the Isolated Rat Heart”. Os autores do 

artigo publicado foram: José Britto-Júnior, Lincoln Rangel Medeiros-Teixeira, 

Antonio Tiago Lima, Letícia Costa Dassow, Rodrigo Álvaro Brandão Lopes-

Martins, Rafael Campos, Manoel Odorico Moraes, Maria Elisabete A. Moraes, 

Edson Antunes, Gilberto De Nucci. A publicação foi realizada em formato on-line, 

em 04 de outubro de 2023. 
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4. DISCUSSÃO 

 

6-ND é liberada de todo o coração; pois não é apenas a principal 

catecolamina liberada dos ventrículos isolados de ratos, os resultados 

apresentados, aqui, estendem nossa observação original de que 6-ND é a 

principal catecolamina liberada dos átrios isolados de ratos. Conforme 

observado em tecidos vasculares, vasos deferentes de ratos e humanos e em 

átrios isolados de ratos, a liberação basal é significativamente reduzida quando 

os tecidos são pré-incubados com o inibidor da sintase de NO, L-NAME; ou, no 

caso dos vasos deferentes de ratos, átrios isolados de ratos e ventrículos 

isolados de ratos (estudo atual), quando tecidos de ratos tratados cronicamente 

com L-NAME foram utilizados. A biossíntese de 6-ND pode-se dever tanto à 

nitrosação direta da dopamina após a síntese de NO quanto à oxidação do ânion 

nitrito (NO2-) formado pela degradação do NO ao radical do dióxido de nitrogênio 

(NO2.), conforme observado em peroxidases da heme de mamíferos e 

mieloperoxidase. A descoberta de que a liberação basal de 6-ND é 

significativamente reduzida em átrios e ventrículos isolados de camundongos 

obtidos de camundongos eNOS-/-, mas não é reduzida em camundongos nNOS-

/-, indica uma origem não neurogênica no coração.  

Os resultados com a preparação de Langendorff demonstram que 6-ND é 

um agente inotrópico positivo muito potente, sendo mais potente que a dopamina 

e a noradrenalina (mil vezes) e a adrenalina (dez mil vezes). 6-ND deve ser 

considerado o agente inotrópico endógeno mais potente já relatado. Uma vez 

que a síntese/liberação de 6-ND dos ventrículos é significativamente reduzida 

após a inibição aguda e crônica da NO sintase, a descoberta de que os corações 

de ratos tratados cronicamente com L-NAME apresentam a diminuição do LVDP 

é compatível com o principal papel fisiológico do 6-ND como modulador da 

inotropia cardíaca; entretanto, esses corações apresentam extensas áreas de 

fibrose e necrose miocárdica, o que poderia contribuir para a diminuição da 

resposta inotrópica.  

A inibição da enzima óxido nítrico sintase causa vasoconstrição 

coronariana62, e a vasoconstrição coronariana diminuirá a contratilidade 

miocárdica. Se o NO tem um papel direto na regulação da contratilidade cardíaca 
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independentemente da vasoconstrição coronariana ainda é controverso, já que 

foi caracterizado como positivo63,64, ausente65 e negativo66 na contratilidade 

miocárdica basal.  

Similar aos resultados aqui apresentados, no coração isolado perfundido 

de rato, a infusão do coração com NW-nitro-L-arginina (L-NNA) provocou 

reduções relevantes tanto na pressão ventricular esquerda como no dP/dtmax67. 

A infusão de outro inibidor da NOS, sal de acetato de NG-Metil-L-arginina (L-

NMMA), no coração isolado perfundido de rato causou uma redução de, 

aproximadamente, 40% no fluxo coronariano e 60% no débito cardíaco62.  

No coração isolado perfundido de rato estimulado com isoproterenol, a 

infusão de L-NMA fez com que o dP/dtmax do ventrículo esquerdo diminuísse 

de 2718 ± 170 para 2070 ± 137 mmHg/s−1 e a pressão máxima do ventrículo 

esquerdo diminuísse de 105 ± 9 para 86 ± 5 mmHg68. In vivo, a infusão 

intracoronariana do inibidor da NOS L-NMMA (25 mmol/min) em voluntários 

saudáveis causou uma redução significativa no dP/dtmax do VE basal (de 1826 

para 1578 mmHg/s; p <0,002), mas não teve efeito sobre a pressão média aórtica 

ou a pressão atrial direita, indicando que o NO endógeno tem um efeito inotrópico 

positivo no coração humano normal69.  

A infusão intravenosa de L-NMMA (1 mg/kg/min) causou um aumento na 

pressão sanguínea média e reduções significativas tanto no débito cardíaco 

quanto no volume sistólico em 27,8 ± 2,9% e 15,4 ± 3,5%, respectivamente70. 

Em ratos conscientes Long Evans, uma injeção intravenosa de bolo de L-NAME 

(10 mg kg−1) provocou diminuições importantes no débito cardíaco total e no 

volume sistólico71. Curiosamente, em um modelo de camundongo de 

insuficiência cardíaca com fração de ejeção preservada, a administração crônica 

de L-NAME não alterou a fração de ejeção, embora os animais apresentassem 

sinais de insuficiência cardíaca congestiva. De fato, a administração aguda ou 

crônica de L-NAME está associada a efeitos cardio depressivos69,72-76.  

Apesar de o mecanismo responsável pela ação inotrópica do 6-ND não 

ser conhecido, a descoberta de que também possui ação cronotrópica positiva 

pode fornecer algumas pistas. Por exemplo, drogas inotrópicas positivas 

aumentam a força da contração miocárdica por meio de diferentes vias. A mais 

antiga, digoxina (um glicosídeo cardíaco), age diretamente no miocárdio e inibe 
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a Na+/K+-ATPase na membrana celular77, resultando em um aumento no 

conteúdo intracelular de cálcio e sua ligação a proteínas contráteis da 

miofibrila78. Istaroxima é um novo agente inotrópico, estruturalmente não 

relacionado aos glicosídeos cardíacos, mas com um mecanismo de ação 

semelhante; ele também inibe a Na+/K+-ATPase na sarcolema, aumentando o 

conteúdo intracelular de cálcio durante a sístole e melhorando a contratilidade79. 

É improvável que 6-ND atue como um inibidor de Na+/K+-ATPase, uma vez que 

o uso de digoxina está associado a uma redução significativa na frequência 

cardíaca80, e istaroxima, quando administrada (3 mg/kg/min) em cães com ritmo 

sinusal normal, diminuiu a frequência cardíaca81.  

Levosimendana, um derivado de piridazinona-dinitrilo, é uma droga 

inotrópica positiva com um mecanismo de ação diferente. Ela age como um 

sensibilizador de cálcio, aumentando a afinidade da troponina C pelo Ca2+ e 

estabilizando a conformação da troponina C82. Levosimendana pode aumentar 

o cálcio intracelular devido à inibição da fosfodiesterase; no entanto, isso não 

ocorre em concentrações terapêuticas83. O uso de levosimendana em pacientes 

com insuficiência cardíaca grave está associado a uma melhora nas funções 

hemodinâmicas sem alterações significativas na frequência cardíaca84; 

enquanto 6-ND possui ação cronotrópica positiva, os resultados obtidos, aqui, 

mostram que 6-ND pode ter um efeito inotrópico em doses/concentrações que 

não alteram a frequência cardíaca. Se 6-ND pode aumentar a afinidade da 

troponina C pelo Ca2+ ainda precisa ser investigado.  

Outros agentes inotrópicos positivos aumentam a contratilidade cardíaca 

por meio de vias como o aumento dos níveis de AMP cíclico, seja por 

estimulação da adenilil ciclase ou pela inibição da PDE tipo 385. Os inibidores da 

PDE3 milrinone86 e cilostazol87 têm efeitos inotrópicos e cronotrópicos positivos, 

e a potência está relacionada à capacidade de inibir a PDE3. No entanto, é 

improvável que 6-ND atue como um inibidor da PDE3, pois, quando incubado no 

átrio direito isolado de rato, ele abole o aumento dependente da concentração 

na frequência atrial induzida por milrinone ou cilostazol88. Além disso, a 

incubação do 6-ND com plaquetas lavadas humanas não foi acompanhada por 

alterações nos níveis de nucleotídeos89.  
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A estimulação do receptor β1 em miócitos ventriculares ativa a adenilil 

ciclase-Gs-cAMP-proteína quinase A (PKA), com consequente fosforilação de 

substratos da PKA, incluindo canal de cálcio do tipo L, troponina I cardíaca e 

proteína de ligação da miosina cardíaca C, causando um aumento nos 

transientes de cálcio e na contratilidade90. Em células marca-passo, a 

fosforilação por PKA dos canais iônicos da membrana aumenta o ciclo de cálcio 

e a frequência de marca-passo. Assim, a ativação dos β1-adrenoceptores por 

catecolaminas é responsável pelo efeito inotrópico positivo91. É interessante 

observar que antagonistas seletivos dos receptores β1-adrenérgicos, como 

atenolol, betaxolol e metoprolol, reduzem a frequência atrial em concentrações 

que bloqueiam seletivamente os aumentos na frequência atrial induzidos por 6-

ND, indicando que a redução na frequência cardíaca induzida por antagonistas 

dos β1-adrenoreceptores pode ser devida à inibição específica do receptor 6-

ND, e não ao β1-adrenoreceptor31. De fato, o mesmo fenômeno foi observado 

aqui, onde atenolol induziu um efeito inotrópico negativo na mesma 

concentração que afetou o efeito inotrópico positivo de 6-ND, mas não alterou o 

efeito inotrópico positivo induzido pelas catecolaminas clássicas. A descoberta 

de que o atenolol apresenta um efeito inotrópico negativo em concentrações que 

afetam seletivamente o efeito inotrópico positivo de 6-ND reforça o conceito de 

que 6-ND desempenha um papel modulador importante na inotropia cardíaca.  

Embora o mecanismo pelo qual 6-ND causa um efeito inotrópico e 

cronotrópico positivo no coração isolado de rato não seja claro, a potência 

notável desta nova catecolamina endógena apresenta interessantes 

possibilidades terapêuticas, principalmente na insuficiência cardíaca aguda 

(ICA). Esta síndrome clínica, identificada por uma piora súbita dos sintomas da 

ICA92, é uma das causas mais comuns de internação hospitalar, principalmente 

em pacientes idosos 
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5-CONCLUSÃO 

Nosso estudo demonstrou que a 6-nitrodopamina é o agente endógeno 

mais potente em termos de inotropismo positivo no coração isolado de rato. 

Esses resultados podem ter implicações importantes na compreensão dos 

mecanismos de regulação da função cardíaca e podem abrir novas 

oportunidades para o desenvolvimento de terapias direcionadas a doenças 

cardíacas. 
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