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RESUMO

As catecolaminas sd0 compostos organicos que possuem, em sua estrutura, um
grupo catecol (3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a um grupo de amina.
S8o encontradas no sistema nervoso simpatico, na medula adrenal, e estdo
distribuidas em varias regides do sistema nervoso central, sendo as principais
catecolaminas, dopamina, norepinefrina e epinefrina, formando uma classe de
neurotransmissores quimicos e hormonais. A dopamina € um neurotransmissor
amplamente conhecido por seu papel nas fungbes cerebrais, no entanto, também foi
demonstrado que a dopamina exerce efeitos inotropicos positivos no coragéo,
aumentando a forca de contracdo. As nitrocatecolaminas sdo uma nova classe de
catecolaminas. A primeira indicacdo de producdo enddgena de nitrocatecolamina
surgiu ao se observar que os niveis de noradrenalina detectados por microdialise do
nucleo paraventricular hipotalamico de ratos diminuiam apos a perfuséo do tecido com
uma solucéo contendo oxido nitrico (NO). A 6-nitrodopamina (6-ND) também faz parte
das novas catecolaminas e, através da utilizagdo de espectroscopia de massa em
tandem por eletropulverizacédo positiva para HPLC (HPLC-MS/MS), foi identificada a
liberacdo basal de 6-ND em diversos tecidos vasculares in vitro, como artéria e veia
umbilical e poplitea humana, como, também, em aorta de Chenoidis carbonaria,
Pantheophi guttatus e Callitrix spp. Além dos tecidos vasculares, a liberacao basal de
6-ND foi observada em atrio e ventriculo 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 enddgeno mais potente em relacdo aos parametros de inotropismo
positivo no coracao isolado de rato. Para tanto, foram utilizados os ventriculos direito
e esquerdo, isolados em bloco, de cada coracdo de rato, e suspensos em um banho
de 6rgdo de 5 mL contendo solugado de Krebs-Henseleit (KHS; em mM: NaCl 118, KClI
4,7, CaCl2 2,5, MgS04 1,7, NaHCO3 24,9, KH2PO4 1,2, dextrose 11, piruvato de
sédio 2, pH 7,4) continuamente gases com uma mistura (95% 0O2: 5% CO02) a 37 °C,
suplementada com acido ascérbico (1 mM) para prevenir oxidacdo de catecolaminas.
Nossos resultados mostraram que os ventriculos isolados apresentaram liberacao
basal de 6-ND, a qual foi significativamente inibida pelo pré-tratamento (30 min) com
L-NAME (100 uM). A liberacdo basal de 6-ND também foi reduzida nos ventriculos
obtidos de ratos tratados cronicamente com L-NAME. A incubacdo de ventriculos

isolados de ratos com TTX (30 min, 1 uM) n&o teve efeito na liberagcéo basal de 6-ND.



Os niveis de dopamina, noradrenalina e adrenalina ndo foram detectados em todas
nas amostras estudadas. Posterior, realizamos o tratamento cronico (4-6 semanas)
nos ratos com L-NAME (20 mg/dia) na agua de beber, e os coracdes foram isolados
e perfundidos in vitro utilizando a preparacéo de Langendorff. Os coracdes obtidos
dos animais tratados cronicamente com L-NAME apresentaram uma pressdo de
desenvolvimento do ventriculo esquerdo significativamente menor. Como também
foram evidenciadas alteracdes significativamente menores nos seguintes parametros,
taxa maxima de aumento da pressédo do ventriculo esquerdo (dP/dtmax), frequéncia
cardiaca, e produto de pressdo, em comparacao aos coracdes obtidos dos animais
controle. Os resultados com a preparacdo de Langendorff demonstram que 6-ND é
um agente inotrépico 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
0 agente inotrépico enddégeno mais potente ja relatado, uma vez que a
sintese/liberacdo de 6-ND dos ventriculos é significativamente reduzida apds a

inibicdo aguda e cronica 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, KCI 4.7, CaCl2 2.5, MgS04 1.7, NaHCO3
24.9, KH2PO4 1.2, dextrose 11, sodium pyruvate 2, pH 7.4) continuously gassed with
a mixture (95% 02: 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 uM). 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 pM) 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. INTRODUCAO

1.1 A sintese das catecolaminas

As catecolaminas sdo compostos organicos que possuem em sua
estrutura um grupo catecol (3,4-diidroxibenzeno) ligado por uma ponte de etil a
um grupo de aminal. As catecolaminas estdo presentes no sistema nervoso
simpatico, na medula adrenal e séo distribuidas por diversas regides do sistema
nervoso central (SNC)?.

As principais catecolaminas sdo a dopamina, norepinefrina e epinefrina,
constituindo uma classe de neurotransmissores quimicos e hormonais?3. Suas
principais funcdes sao regular os processos fisiologicos e contribuir para o
desenvolvimento de condicdes neuroldgicas psiquidtricas, endécrinas e
cardiovasculares?2.

As catecolaminas sdo produzidas a partir da tirosina®. A primeira etapa
envolve a hidroxilacdo da tirosina para formar L-3,4-diidroxifenilalanina (L-
DOPA), uma reacdo catalisada pela enzima tirosina hidroxilase*. Apdés a sua
formacédo, o L-DOPA é descarboxilado para dopamina (DA) pela L-aminoacido
aromatico descarboxilase (AADC). Uma vez sintetizada, a DA pode ser
convertida em norepinefrina (NE) por acdo da enzima dopamina-beta-hidroxilase
(DA-B-hidroxilase) A NE, por sua vez, pode ser transformada em epinefrina em
neurdnios que contenham a enzima feniletanolamina-N-metiltranferase34:°.

A maior parte da epinefrina presente nas terminagfes nervosas ou células
cromafins esta armazenada em vesiculas e, em situacdes normais, apenas uma
pequena porcao esta na forma livre no citoplasma®. O transportador vesicular de
monoaminas (VMAT) é responsavel por manter as concentracdes nas vesiculas.
O VMAT, diferentemente do transportador de aminas encarregado pela captacao
de NE nas terminacfes nervosas, faz uso do gradiente trans vesicular de prétons
como forga motriz®7. Uma vez liberada na fenda sinaptica, o efeito da NE acaba,
principalmente, pela sua captura nas terminacdes nervosas noradrenérgicas. A
epinefrina e a NE circulantes sdo degradas enzimaticamente. As principais

enzimas gue metabolizam as catecolaminas se localizam no espaco intracelular,
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por esse motivo, elas precisam ser captadas pelas células para que ocorra sua
degradacao metabolicas89.

A recaptura neuronal da NE é mediada pelo transportador de
norepinefrina (NET) localizado na membrana celular. Esse transportadores
funcionam como cotransportador de CI, Na* e a amina correspondente,
aproveitando o gradiente de sddio como forca motoral®ll, Uma vez no
compartimento celular, uma parte da NE € armazenado dentro de vesiculas por
meio da acado do VMAT. A aquisicdo pos-sinaptica de noradrenalina é conduzida
pelo transportador extra neuronal de monoaminas (EMT), que compdem um
grupo de transportadores de cétions organicos extensa e amplamente
distribuidos®1l. O NET apresenta alta seletividade para noradrenalina,
demonstrando elevada afinidade com uma velocidade de captacéao reativamente
baixa. Este transportador desempenha um papel crucial na preservacdo dos
estoques de NE. O EMT tem uma capacidade de transporte superior em
comparacao com o NET?.

As catecolaminas exdgenas e enddgenas sdo predominantemente
degradas por duas enzimas celulares: monoaminoxidade (MAQO) e catecol-o-
metiltransfrase (COMT). A MAO, gue abrange as isoformas MAO-A e MAO-B,
encontra-se nas mitocondrias, mais precisamente em suas membranas
externas. Estando amplamente presente nas terminagbes nervosas
noradrenérgicas, mas sendo encontrada em outros tecidos como figado e
epitélio intestinal 211,

A MAO transforma catecolaminas em sua aldeidos correspondentes, 0s
quais sao prontamente degradados pela aldeido-desidrogenase em seus acidos
carboxilicos correspondentes (a norepinefrina produz o 3,4-di-hidroxifenilglicol)
na periferia*1l. Além disso, a MAO oxida outras monoaminas, incluindo a
serotonina e a dopamina, Dentro dos neurdnios simpéticos, a MAO desempenha
uma importante funcao na regulacao da quantidade de DA e NE#11, As principais
vias metabdlicas da NE incluem o ramo oxidativo, cujo catalisador é a dopamina
B-hidroxilase (ADH), resultando no acido vanilmandélico (VMA) como principal
metabdlico urindrio. A via redutora, medida pela aldeido-redutase- (AR), gera um
metabolito menos prevalente, o acido 3-metoxi-4-hidroxifelilglicolico (MHPG), o

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

A dopamina (DA) foi sintetizada pela primeira vez em 19101213, Por volta
de 1930, ela foi identificada como um composto intermediario na producao de
epinefrina e NE. No entanto, acreditava-se que a DA era mais do que apenas
esse intermediario na biossintese dessas catecolaminas. Apenas no comeco da
década de 50 que a DA foi encontrada armazenada em tecidos, indicando a
possibilidade de possuir uma funcéo de sinalizacao préprial2. Ao fim da década,
Carlsson e Montagu®2® encontraram estoques de DA no cérebro. Posteriormente,
Hornykiewicz12:13 constatou uma falta de DA no cérebro comprometida pela
doenga de Parkinson, estimulando o interesse na fungdo da dopamina em
disturbios e doencas neuroldgicos!?15.

A DA esté estreitamente associada a melanina, um pigmento sintetizado
a partir de uma reacdo oxidativa da DA, L-DOPA ou tirosina. A melanina esta
presente na pele e na cuticula, atribuindo a substéncia negra o seu nome
caracteristico devido a sua coloracao escural?15-18, Ambas a L-DOPA e a DA
sdo rapidamente oxidadas por processos nao enzimaticos, resultando na
formacao de espécies reativas de oxigénio citotoxicas e quinonas'?1518 Essas
quinonas da L-DOPA e da DA estabelecem adutos com a alfa-sinucleina, o
componente principal dos corpos de Lewy, no Parkinson. A DA é um composto
polar, apresentando dificuldade para atravessar a barreira hematoencefalical?15-
18

A DA é sintetizada por uma via biossintética semelhante a da 5-HT. A
tirosina e a fenilalanina sdo os aminoéacidos precursores da DA. Na maioria dos
mamiferos, a enzima fenilalanina hidroxilase converte a fenilalanina em tirosina.
A diminuicdo nos niveis desta enzima resulta em um aumento na concentracao
de fenilalanina, gerando a fenilcetondria. Para evitar comprometimento
intelectual, a fenilcetondria deve ser controlada por meio de restricbes na
dieta14,15,17_

O cérebro consegue captar a tirosina com facilidade. Entretanto,
diferentemente do triptofano, a quantidade da tirosina no cérebro costuma estar
saturadal4-1619, A transformacdo da tirosina em L-DOPA (3,4

dihidroxifenilalanina) pela tirosina hidroxilase representa a etapa limitante na
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producdo da dopamina. A tirosina hidroxilase € uma enzima multifuncional, que
depende de ferro e de um cofator biopterina; sua acdo é controlada por
fosforilacao e pela inibicao pelo produto 14-16.19,

Quatro isoformas da tirosina hidroxilase sado descritas em humanos, o que
difere de muitos primatas nao humanos (duas), e dos ratos (apenas uma). Ainda
nao se sabe se as diferentes isoformas apresentam fungdes distintas. Assim que
formado, o L-DOPA é convertido em dopamina por intermédio da enzima AADC,
também responsavel pela conversdo 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 medicao facil dos niveis basais de L-DOPA. A
L-DOPA, diferentemente da DA, atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica, sendo entdo transformada em DA, justificando a eficacia da
L-DOPA no tratamento do Parkinson*®,

As vias cerebrais onde a DA esta mais presente incluem a projecdo
conectada a substancia negra, o neoestriado, e a projecdo que comunica a
regido tegmental ventral com as estruturas limbares, especialmente o coértex
limbico'>. A eficacia terapéutica da levodopa, um medicamento
antiparkinsoniano, esta vinculada a primeira area, enquanto se acredita que a
eficacia terapéutica dos medicamentos antipsicoticos esteja ligada a segunda.
Além disso, os neurbnios dopaminérgicos no hipotdlamo ventral exercem uma
funcao crucial na regulacao da hipdfisels.

Cinco subtipos de receptores de DA séo descritos, sendo que todos sao
metabotrépicos, ou seja, exercem suas ac¢Ges por meio de segundos
mensageiros, e ndo diretamente na abertura de canais ibnicos. Esses receptores
de DA séo divididos em duas subfamilias, a saber, os subtipos de receptores
tipo D1 (D1R e D5R), acoplados a Gs, ativando a adenilil ciclase, e a subfamilia
tipo D2 (D2R, D3R e D4R) acoplada a Gi, inibindo a adenilil ciclase?!.

Em geral, a DA exerce uma acdo moduladora e pode ter efeitos tanto
inibitérios quanto excitatorios sobre os neurbnios do SNC, dependendo do
receptor especifico ativado e do contexto neural. Essa acdo foi mais
detalhadamente descrita nos neurénios dopaminérgicos da substancia negra,
nos quais a ativacao do receptor D2 induz a abertura dos canais de potassio por

meio da proteina de acoplamento Gil’.
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1.3 A 6-nitrodopamina

A primeira indicacédo de producédo enddgena de nitrocatecolaminas surgiu
ao observar que os niveis de noradrenalina detectados por microdialise do
nucleo paraventricular hipotalamico de ratos diminuiam apds a perfusdo do
tecido com uma solugcdo contendo Oxido nitrico (NO)22. Empregando 6-
nitronoradrenalina, sintetizada por meio da insuflagdo de NO, em uma solugéo
contendo cloridrato de noradrenalina como referéncia, extratos de cérebro suino
foram submetidos a analise por cromatografia de alta pressdo acoplada a
deteccdo eletroquimica. Sendo identificado um pico com tempo de retencdo
idéntico ao padrdo, caracterizado como 6-nitronoradrenalina, por meio de
espectrometria UV, espectrometria de massa (MS) e espectroscopia de RMN?2,
Usando a mesma metodologia, a presenca de 6-nitronoradrenalina foi
identificada em extratos de cérebro de ratos. As quantidades de 6-
nitronoradrenalina foram significativamente reduzidas (aproximadamente 60-
70%), mas nao totalmente eliminadas, em extratos de cérebro de ratos
previamente tratados com o inibidor da sintese de NO, L-NAME?22,

A reacdo de catecolaminas com nitrito de sédio gerou a 6-
nitronoradrenalina, 6-nitroadrenalina e 6-nitrodopamina?3, posterior, a presenca
de 6-nitronoradrenalina e 6-nitronoradrenalina em extratos de cérebro de rato foi
quantificada por HPLC?4. O transporte de noradrenalina em sinaptossomas de
ratos € inibido por 6-NN?2, e a administracao intratecal de 6-NN induz analgesia
devido a liberacdo de noradrenalina?®. Essas observacfes indicam que as
nitrocatecolaminas podem atuar como mediadores neuronais no SNC.

A liberagéo basal de 6-nitrodopamina (6-ND), medida por espectroscopia
de massa em tandem por eletropulverizacdo positiva para HPLC (HPLC-
MS/MS), foi identificada em diversos tecidos vasculares in vitro de artéria e veia
umbilical humanas?®, artéria e veia poplitea humanas?’, aorta de Chelonoidis
carbonaria?8, aorta de Pantherophis guttatus??, e artéria e aorta pulmonar obtidas
do sagui Callitrix spp3°

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

atrio direito isolado de rato3l, atrios e ventriculos direitos isolados de
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camundongo3?, atrios e ventriculos isolados de coelho33, ducto deferente isolado

de rato34, e ducto deferente isolado humanos3®

1.4 O 6xido nitrico

Em 1980, Furchgott e Zawadzki® evidenciaram que o relaxamento
vascular provocado pela acetilcolina dependia da existéncia do endotélio. Eles
destacaram que esse fenbmeno era mediado por um fator humoral instavel,
futuramente identificado como fator de relaxamento dependente do endotélio
(EDRF)3%6:37, Ao longo dos anos 80, demonstrou-se que esse EDRF era muito
semelhante ao o6xido nitrico (NO). Mas, apenas em 1992, que o NO foi
plenamente reconhecido como essa moléculass.

O NO pode atuar como oxidante ou como redutor a depender do meio no
qual se encontra e pode reagir facilmente com oxigénio, produzindo nitrito e
nitrato324%. A molécula de 6xido nitrico (NO) apresenta o menor peso molecular
entre os produtos de secrecao celular de mamiferos. Ela apresenta uma meia-
vida curta e pouca especificidade em suas reacfes*!. Trata-se de um composto
citotoxico e vasodilatador que participa ha modulacéo de reacfes inflamatorias
ou anti-inflamatorias, conforme o tipo celular e o estimulo apresentado*?43.

A estrutura molecular do NO possui um elétron ndo pareado capaz de
reagir facilmente com radicais superoxido, oxigénio ou metais de transicdo, como
cobalto, fero e manganés ou cobre44. O NO apresenta uma elevada afinidade
com o grupo heme, encontrado em diversas proteinas intracelulares
(cicloxigenase, guanilato ciclase e NOS) e, também, consegue se ligar a grupos
-SH, produzindo tiol*®; € um gés estavel e incolor, moderadamente sollvel em
agua e apresenta uma meia-vida que varia de trés a 60 segundos, podendo durar
por mais tempo a depender da concentracao de O-2- e O2 do ambiente*6-52,

O NO é sintetizado, principalmente, a partir da arginina. Dentro das células
endoteliais dos vasos, a L-arginina, quando ha oxigénio molecular, produz NO e
L-citrulina por meio de uma reacéo catalisada pelo 6xido nitrico-sintase (NOS)*°.
O o6xido nitrico transpassa o endotélio em direcdo a musculatura lisa vascular,
ativando de maneira direta a enzima guanilato ciclase solluvel, promovendo o

aumento intracelular de cGMP (monofosfato ciclico de guanosina). Esse
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processo leva ao relaxamento do musculo liso ao redor dos vasos, gerando
vasodilatacdo®3. Essa interacao da guanilil ciclase soltvel com o NO provoca
muitos efeitos fisioldgicos e patofisioldgicos?’.

O NO participa de varios processos biolégicos, como inibicdo da ativacao,
relaxamento vascular, citotoxicidade mediada por macrofagos, relaxamento do
corpo cavernoso peniano humano, adeséo e agregacao plaquetéaria, depressao
sindptica a longo prazo, potencializacao da transmisséo sinéptica a longo prazo,
regulacdo da pressdo sanguinea basal, prevencdo de piloro espasmo em
estenose pildrica hipertréfica infantil e microcirculagdo medular e glomerular. A
atuacdo do NO foi descrita no cerebelo, endotélio, nervos nado adrenérgicos nao
colinérgicos (NANC), neutréfilos, macrofagos, células epiteliais pulmonares, rins,
miocardio e mucosa gastrintestinal#®54-57, O NO também pode desempenhar um
papel na vasodilatagdo associada a angiogénese, tanto fisioldgica quanto

patolégica, como observado em casos de tumores®8,

1.5 Oxido nitrico sintase

O NO é formado pela acdo da enzima Oxido nitrico-sintase (NOS). Na
literatura, sdo descritas trés isoformas dessa enzima, sendo duas constitutivas
(cNOS) e uma induzida (INOS)#05°, Essa enzima se encontra no citosol e precisa
de cofatores, como o tetrahidrobiopterina (BH4), o heme, a flavina adenina
dinucleotideo (FAD), a flavina mononucleotideo (FMN) e o NADPH#4’. A cNOS
basal é estimulada pelo aumento na concentracdo celular de calcio em
decorréncia da ativacao de receptores presentes na superficie da célula e dos
mecanismos de transducado do sinal*?. A administracdo de glicocorticoides nao
afeta sua sintese*s. Por outro lado, a iINOS nao requer calcio para ser ativada,
mas, para a sua atuacao, € preciso sintetizar mMRNA?3’.

A isoforma |, ou éxido nitrico-sintase neuronal (nNOS), representa uma
NOS constitutiva e esta localizada em células epiteliais, neurénios, SN periférico,
SNC, sistema NANC, medula adrenal, mécula densa do rim, musculo
esquelético, células b pancreética, érgao sexual masculino e outros®’. A nNOS

apresenta grande importancia fisioloégica, uma vez que ela participa de diversas
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sinapses no SNC; contribui para a regulagdo central da pressédo arterial, o
relaxamento do musculo liso e a vasodilatacdo através dos nervos periféricoss’.

A isoforma I, ou éxido nitrico-sintase induzida (iNOS), € uma NOS que é
induzida por citocinas e lipopolissacarideos e esta presente tanto no endotélio
quanto na musculatura lisa vascular®’. Uma vez ativada, ela gera uma
quantidade significativa de NO, que exerce uma funcao citostatica, além de
causar fragmentacdo de DNA.

A isoforma Ill, também conhecida como 6xido nitrico-sintase endotelial
(eNOS), constitui uma forma constitutiva de NOS, que gera NO dentro do
endotélio vascular em condi¢cdes basais. No entanto, a forca de cisalhamento
gerada pelo fluxo sanguineo pode aumentar sua producao3’. O NO liberado na
luz dos vasos sanguineos promove inibicdo da adeséo e agregacao plaquetaria,
além de inibir a adesdo leucocitaria no endotélio vascular. Ele inibe a
mitogénesese, a sintese de DNA e a proliferacdo de células musculares lisas
vasculares e, também, ajuda no controle da contratilidade cardiaca e pressao

arterial60.61,
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

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

termos de inotropismo positivo no coracgao isolado de rato.

2.2 Objetivos especificos
l. Avaliar a liberacé@o basal de catecolaminas no ventriculo de ratos,

tratados ou nao, cronicamente com L-NAME;

. Avaliar a liberac&o basal de catecolaminas no ventriculo de ratos
controles, ndo tratados e incubados com L-NAME (100 uM) ou com o bloqueador

do canal de sédio voltagem-dependente tetrodotoxina (TTX; 1 uM);

1. Determinar os niveis de dopamina, noradrenalina e adrenalina em

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

V. Avaliar o efeito da administragédo cronica de L-NAME na presséo

de desenvolvimento do ventriculo esquerdo (LVDP);

V. Determinar a taxa maxima de aumento da pressédo do ventriculo

esquerdo (dP/dtmax), e a frequéncia cardiaca em corac¢des isolados.

VI. Avaliar o efeito de injecbes bolus das catecolaminas nos
parametros de pressdo de desenvolvimento do ventriculo esquerdo (LVDP),

dP/dtmax e frequéncia cardiaca.

VII. Avaliar o efeito da infusdo de atenolol nos parametros aumentados
de pressdo de desenvolvimento do ventriculo esquerdo (LVDP), dP/dtmax, e

frequéncia cardiaca (FC) induzidos pelas catecolaminas.
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2. METODOLOGIA

Design experimental: Animais e tratamento com inibidor de sintese
de NO NwCloridrato de éster metilico de nitro-L-arginina (L-NAME)

Os animais (ratos Wistar machos, pesando 280-320 g) foram adquiridos
do CEMIB-UNICAMP (Séo Paulo, Brasil). Os protocolos foram aprovados pelo
comité de ética local (CEUA; Protocolo n.° 5746-1/2021; 5831-1/2021). Os
animais receberam agua filtrada contendo L-NAME na dose de,

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

Ventriculos isolados de ratos

A eutanasia foi realizada com superdosagem de isoflurano (concentracao
superior a 5% até 1 min apds a interrupcdo da respiracdo) seguido de
exsanguinacao para confirmacdo da eutanasia. Apds a eutandasia, o térax foi
aberto e o coracédo foi rapidamente excisado. Os ventriculos direito e esquerdo
foram isolados em bloco de cada coracao de rato e suspensos em um banho de
orgdo de 5 mL contendo solucdo de Krebs-Henseleit (KHS; em mM: NaCl 118,
KCI 4.7, CaCl2 2,5, MgS0O4 1.7, NaHCO3 24.9, KH2PO4 1,2, dextrose 11,
piruvato de sédio 2, pH 7,4) continuamente gaseificado com uma mistura (95%
02: 5% CO02) a 37 °C, suplementado com acido ascorbico (1 mM) para evitar a

oxidacéo das catecolaminas.

Libertacdo basal de catecolaminas dos ventriculos dos ratos

Os ventriculos direito e esquerdo em bloco de cada rato foram suspensos
em um banho de 6rgao de 5 mL, contendo KHS (pH 7,4; 95% O2 / 5% de CO2;
37 °C) contendo acido ascorbico (1 mM) durante 30 min. Duas aliquotas de 2 mL
do sobrenadante foram transferidas para tubos Eppendorf pretos e armazenadas
a -20 ° C até a analise. A liberacdo basal de catecolaminas também foi avaliada
a partir de ventriculos obtidos de animais cronicamente tratados com L-NAME e
de ventriculos de animais controle incubados com L-NAME (100 uM) ou o
bloqueador de canais de sédio dependente de voltagem tetrodotoxina (TTX; 1
MM). E determinacédo de catecolaminas foi realizada por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS).
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Andlise do coracdo perfundido de Langendorff e desenho
experimental

Heparina (1000 Ul / kg) foi injetada i.p. para evitar a coagulacéo do sangue
seguido da eutanasia. O térax foi aberto e o coracéo foi rapidamente excisado,
a aorta ascendente foi canulada e o coragdo foi montado em um aparelho de
Langendorff ndo recirculante. O coracéo isolado foi perfundido com KHS (pH 7,4,
37 °C), equilibrado com mistura gasosa de carbogeno (95% O2: 5% CO2) em
fluxo constante (10 mL/min) e pressado diastoélica final do ventriculo esquerdo
(PDFVE) mantida de 4-10 mm Hg durante o equilibrio inicial. Um bal&o de latex
cheio de agua, conectado ao transdutor de pressao (MLT1199 BP Transducer,
ADlInstruments, Inc., Dunedin, NZ, EUA), foi inserido no ventriculo esquerdo (VE)
através da valva mitral. A presséo sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE), a
pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo (DPePDF) e a frequéncia
cardiaca (FC) foram registradas continuamente por um sistema PowerLab
(ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, EUA). A presséo desenvolvida do ventriculo
esquerdo (PDFVE) foi calculada pela seguinte formula: PSVE-DPeDP e
expressa em mmHg. O produto da frequéncia pressarica (DP) foi calculado como
o produto da frequéncia cardiaca (FC) e da pressdo desenvolvida do ventriculo
esquerdo (LVDP) da seguinte forma: DPP = (FC x LVDP). Um coracao foi usado
para uma UuUnica droga e para uma dose Unica. Apenas coracdes que
apresentaram frequéncia cardiaca basal entre 250 e 300 bpm foram empregados
nos experimentos. Apés um periodo de equilibrio de pelo menos dez minutos,
um unico 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 coragéo foi utilizado para uma Unica droga e
para uma dose Unica (para a avaliacdo do efeito inotropico de 0,01 (n = 5), 0,1

(n=6),1(n=26)e 10 (n = 6) pmol de 6-ND, foram empregados 23 animais).

Efeito da infusdo de atenolol no efeito inotropico positivo induzido
por catecolaminas

Apo6s um periodo de equilibrio de pelo menos dez minutos, uma infuséo
de atenolol de dez minutos (100 mL / min) (0,001, 0,01, 0,1 e 1 uM; concentragao
final) foi realizada antes da injecdo em bolus de 6-ND (1 pmol), dopamina (10
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nmol), noradrenalina (1 nmol) e adrenalina (1 nmol). O coragéo foi monitorado
por 15 min. Um coracéo foi usado para um Unico medicamento e uma unica

infusao.

Analise estatistica

A pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDFVE) foi calculada
como a diferenca entre os valores da pressado sistélica e diastolica final,
recebidos da curva da PDFVE. A presséo sistolica do ventriculo esquerdo
(PSVE), a pressdo diastélica final do ventriculo esquerdo (DPePDF) e a
frequéncia cardiaca (FC) foram registradas continuamente por um sistema
PowerLab (ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, EUA). A presséo desenvolvida do
ventriculo esquerdo (PDFVE) foi calculada pela seguinte férmula: PSVE-DPeDP
e expressa em mmHg. O produto da frequéncia presso-pressdo (DPP) foi
calculado pela seguinte férmula: FC vezes LVDP e expresso em batimentos x
mmHg x min—-1. A taxa maxima de aumento da press&o ventricular esquerda
(+dP/dtMax) foi monitorada continuamente por um transdutor de pressao
conectado a um sistema PowerLab (AD Instrument, Dunedin, Nova Zelandia) e
expresso em mmHg xs-1. As alteracées na PDFVE foram expressas como o
aumento acima da linha de base. Os dados da frequéncia cardiaca sao
apresentados como batimentos por minuto (bpm). Os resultados sao
apresentados como a média * erro padrdo da meédia (EPM). Testes t pareados
e ndo pareados foram usados quando apropriado. As comparacdes entre trés ou
mais grupos foram avaliadas por meio de ANOVA de uma via, seguida do teste

de Newman-Keuls.



22

3. RESULTADOS

Os resultados desta dissertacado sao apresentados em formato de artigos
publicados na revista Life, sob o titulo: “6-Nitrodopamine Is the Most Potent
Endogenous Positive Inotropic Agent in the Isolated Rat Heart”. Os autores do
artigo publicado foram: José Britto-Janior, Lincoln Rangel Medeiros-Teixeira,
Antonio Tiago Lima, Leticia Costa Dassow, Rodrigo Alvaro Branddo Lopes-
Martins, Rafael Campos, Manoel Odorico Moraes, Maria Elisabete A. Moraes,
Edson Antunes, Gilberto De Nucci. A publicagéo foi realizada em formato on-line,
em 04 de outubro de 2023.
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Abstract: Background: 6-nitrodopamine released from rat isolated atria exerts positive chronotropic
action, being more potent than noradrenaline, adrenaline, and dopamine. Here, we determined
whether 6-nitrodopamine is released from rat isolated ventricles (RIV) and modulates heart in-
otropism. Methods: Catecholamines released from RIV were quantified by LC-MS/MS and their
effects on heart inotropism were evaluated by measuring left ventricular developed pressure (LVDP)
in Langendorff’s preparation. Results: 6-nitrodopamine was the major released catecholamine from
RIV. Incubation with L-NAME (100 uM), but not with tetrodotoxin (1 uM), caused a significant
reduction in 6-nitrodopamine basal release. 6-nitrodopamine release was significantly reduced
in ventricles obtained from L-NAME chronically treated animals. 6-nitrodopamine (0.01 pmol)
caused significant increases in LVDP and dP/dtmax, whereas dopamine and noradrenaline required
10 pmol, and adrenaline required 100 pmol, to induce similar increases in LVDP and dP/dtmax. The
infusion of atenolol (10 nM) reduced basal LVDP and blocked the increases in LVDP induced by 6-ND
(0.01 pmol), without affecting the increases in LVDP induced by 10 nmol of dopamine and nora-
drenaline and that induced by adrenaline (100 nmol). Conclusions: 6-nitrodopamine is the major
catecholamine released from rat isolated ventricles. It is 1000 times more potent than dopamine and
noradrenaline and is selectively blocked by atenolol, indicating that 6-ND is a main regulator of
heart inotropism.

Keywords: atenolol; b-blocker; tetrodotoxin; L-NAME

1. Introduction

Myocardial inotropism and lusitropism are modulated by the 3-adrenoceptors (b-AR)
B1-AR and 2-AR, which are mainly located in human cardiomyocytes (B1-/2-AR ratio
is 80%:20%) [1]. A higher preponderance of 31-AR over 32-AR has also been observed
in rat right and left atria (67-33%, respectively) [2] and in the rat left ventricle [3]. The
B3-adrenoceptors are also expressed in the heart [4], but they are associated with a negative
inotropic response [5].

The catecholamines noradrenaline and adrenaline are known as potent positive
chronotropic and inotropic agents through B-AR activation [6]. When these receptors
are activated, they cause intracellular signaling via G protein modulation of adenylyl
cyclases, a family of enzymes responsible for cAMP production [7]. $1 agonists such as
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dobutamine increase tissue cCAMP production through the 3-adrenergic-mediated stimu-
lation of adenylate cyclase [8]. The current understanding is that under basal conditions,
cAMP levels are modulated by either intrinsic 3-AR activities or by classical catecholamine
baseline levels. Interestingly, cAMP is rapidly hydrolyzed by phosphodiesterases (PDEs)
and the latter plays an important part in directing intracellular cAMP propagation [9,10].
Indeed, the use of selective phosphodiesterase (PDE) type 3 inotropes such as milrinone [11]
or enoximone [12] provokes indirect increases in cAMP production, and the inhibition of
PDE3 or PDE4 augments the noradrenaline-induced positive inotropic effects in the human
atrium [13].

The novel catecholamine 6-nitrodopamine (6-ND) is released from the human umbili-
cal cord artery and vein [14], aortae obtained from the tortoise Chelonoidis carbonarius [15]
and the marmoset Callithrix spp. [16], and human [17] and rat vas deferens [18] and right
atria [19]. In the atria, 6-ND acts as a potent modulator of heart chronotropism, being
more potent than noradrenaline and adrenaline (100x), and dopamine (10,000x) [19].
Incubation of the atria with the nitric oxide (NO) synthase inhibitor L-NAME causes a
significant reduction in 6-ND basal released levels, whereas incubation with the voltage-
gated sodium channel blocker tetrodotoxin does not affect it, indicating that in contrast
to noradrenaline, the origin of 6-ND is not neurogenic [19]. Indeed, the release of 6-ND
from mice isolated atria and ventricles was significantly reduced in eNOS~/~, but not in
nNOS~/~ or iNOS~/~ mice [20]. Another characteristic of the 6-ND chronotropic effect in
the rat isolated atria is that the 6-ND-induced positive chronotropic effect was selectively
blocked by the B1-adrenoceptor antagonists atenolol, betaxolol, and metoprolol, since the
concentrations employed had no effect on the chronotropism increases provoked by the
classical catecholamines [19].

Since noradrenaline and adrenaline are considered potent stimulators of heart in-
otropism [21], whether 6-ND is released from rat isolated ventricles and whether it modu-
lates heart inotropism in Langendorff’s preparation was investigated [22].

2. Materials and Methods
2.1. Animals

The animals (male Wistar rats, weighing 280-320 g) were acquired from CEMIB-
UNICAMP (Sao Paulo, Brazil). The protocols were approved by the local ethics committee
(CEUA; Protocol No. 5746-1/2021; 5831-1/2021) according to the Brazilian Guidelines
(CONCEA) [23]; and the ARRIVE guidelines [24].

2.2. Treatment with NO Synthesis Inhibitor N*°-Nitro-L-arginine Methyl Ester Hydrochloride (L-NAME)

Animals were given filtered water containing L-NAME at a dose of approximately
20 mg/rat/day for a minimum of 4 weeks and a maximum of 6 weeks [25]. Control animals
were treated with filtered water.

2.3. Rat Isolated Ventricles

Isoflurane overdose was employed for euthanasia and the animals were exposed to a
concentration greater than 5% until 1 min after breathing stopped. Exsanguination was
performed to confirm the euthanasia. After euthanasia, the chest was opened and the
heart was rapidly excised. The right and left ventricles were isolated en bloc from each
rat heart and suspended in a 5 mL organ bath containing Krebs-Henseleit solution (KHS;
in mM: NaCl 118, KC1 4.7, CaCl, 2.5, MgSO4 1.7, NaHCOj3 24.9, KH,PO;4 1.2, dextrose
11, sodium pyruvate 2, pH 7.4) continuously gassed with a mixture (95% O;: 5% CO,) at
37 °C, supplemented with ascorbic acid (1 mM) to prevent catecholamine oxidation [26].

2.4. Basal Release of Catecholamines from Rat Ventricles

The right and left ventricles en bloc from each rat were suspended in a 5 mL organ
bath containing KHS (pH 7.4; 95% O, / 5% COp; 37 °C) containing ascorbic acid (1 mM) for
30 min. Two 2 mL aliquots of the supernatant were transferred to black Eppendorf tubes and
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erLab system (AD Instrument, Dunedin, New Zealand) and expressed as mmHg x s~ 1.
Changes in LVDP were expressed as the increase above the baseline. Data of the heart rate
are presented as beats per minute (bpm). The results are presented as the mean =+ standard
error of the mean (SEM). Paired and unpaired t-tests were used when appropriate. Com-
parisons among three or more groups were evaluated using one-way ANOVA, followed by
Newman-Keuls test. Actual p values are described in Figures.

2.10. Chemical and Reagents
The reagents and suppliers are described in Table 1 below.

Table 1. List of suppliers and chemicals.

Suppliers

Chemicals

Sigma-Aldrich Chemicals Co. (MO, USA)  Dopamine, adrenaline, and L-NAME (N-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride)

Cayman Chemicals (MI, USA) Noradrenaline and tetrodotoxin (TTX)

Toronto Research Chemicals (ON, Canada).

6-Nitrodopamine-dy and 6-Nitrodopamine

CDN Isotopes (QC, Canada)

Adrenaline-dg hydrochloride, DL-noradrenaline-dg hydrochloride, and
dopamine-d3 hydrochloride,

Sodium chloride (NaCl), dextrose, calcium chloride (CaCl,), magnesium sulfate

Merck KGaA (Hesse, Germany) (MgSOy), sodium bicarbonate (NaHCO3), potassium chloride (KCl), potassium

phosphate monobasic (KH,POy)

3. Results
3.1. Basal Release of Catecholamines from Isolated Ventricles

The isolated ventricles (Figure 1 A-C) presented 6-ND basal release, which was signif-
icantly inhibited by pre-treating (30 min) the isolated ventricles with L-NAME (100 uM;
Figure 1A, n = 6). The basal release of 6-ND was also decreased in the ventricles obtained
from rats chronically treated with L-NAME (Figure 1B, n = 11). The incubation of rat iso-
lated ventricles with TTX (30 min, 1 uM) had no effect on the 6-ND basal release (Figure 1C,
n = 6). Dopamine, noradrenaline, and adrenaline levels were undetected in all samples
(limit of quantitation was 0.1 ng/mL).

3.2. Effect of the Chronic Administration of L-NAME on the Left Ventricular Developed Pressure
(LVDP), dP/dt yay, Heart Rate (HR), and Rate Pressure Product (RPP)

The animals were chronically (4-6 weeks) treated with L-NAME (20 mg/day) in the
drinking water, and the hearts were isolated and perfused in vitro (Langendorff’s prepa-
ration). The hearts obtained from the chronically L-NAME-treated animals presented a
significantly lower left ventricular developed pressure (Figure 2A), lower maximal rate
of rise of left ventricular pressure (dP/dtmax; Figure 2B), lower heart rate (Figure 2C),
and lower rate-pressure product (Figure 2D), compared to hearts obtained from the
control animals.

3.3. Effect of Bolus Injections of Catecholamines on the Left Ventricle Developed Pressure (LVDP)

A bolus injection of 6-ND (0.01 pmol) caused a significant increase in the LVDP
(Figure 3A). Further increases in the doses of 6-ND (0.1 and 1 pmol) also substantially
increased LVDP, but these increases were not significantly differentamong them (Figure 3A).
In contrast to 6-ND, bolus injections (1 pmol) of dopamine (Figure 3B), noradrenaline
(Figure 3C), and adrenaline (Figure 3D) caused no increases in LVDP. Bolus injections
of higher doses (10-1000 pmol) of dopamine (Figure 3B) and noradrenaline (Figure 3C)
caused significant dose-dependent increases in the LVDP. A bolus injection of higher doses
(100-1000 pmol) of adrenaline (Figure 3D) caused significant dose-dependent increases in
the LVDP.
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Figure 1. Basal release of 6-nitrodopamine (6-ND) from rat isolated ventricles. Panel (A) shows
the effect of pre-incubation (30 min) with L-NAME (100 uM) on the basal release of 6-ND from rat
isolated ventricles (1 = 6). Panel (B) shows the basal release of 6-ND from isolated ventricles obtained
from control rats and from chronically L-NAME-treated rats (20 mg/kg/day, 4-6 weeks, n = 11).
Panel (C) shows effect of pre-incubation (30 min) of tetrodotoxin (TTX;1 uM) on the basal release of
6-ND (1 =6).
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Figure 2. Effect of the chronic treatment with L-NAME on the left ventricular pressure (LVDP),
maximal rate of rise of left ventricular pressure (dP/dtmax), heart rate, and rate pressure product
(RPP). The animals were treated with L-NAME (20 mg/day for 4-6 weeks), and the hearts isolated
and perfused in vitro (Langendorff’s preparation). The hearts obtained from chronically L-NAME-
treated animals presented significantly lower left ventricular developed pressure (Panel A), lower
maximal rate of rise of left ventricular pressure (dP/dtmax; Panel B), lower heart rate (Panel C), and
lower rate-pressure product (Panel D), compared to hearts obtained from control animals. Unpaired f-test.
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Figure 3. Effect of bolus injections of 6-nitrodopamine (6-ND), dopamine (DA), noradrenaline (NA),
and adrenaline (ADR) on the left ventricular developed pressure (LVDP). Bolus injections of 6-ND
(0.01-1 pmol; Panel A), dopamine (10-1000 pmol; Panel B), noradrenaline (10-1000 pmol; Panel C),
and adrenaline (100-1000 pmol; Panel D) caused significant increases in the left ventricular developed
pressure (LVDP). ANOVA, followed by Newman-Keuls test.

3.4. Effect of Bolus Injections of Catecholamines on dP/dtyx

A bolus injection of 6-ND (0.01 pmol) caused a significant increase in the dP/dtmax
(Figure 4A). Further increases in the doses of 6-ND also substantially increased dP/dtmax,
but these increases were not significantly different among them (Figure 4A). In contrast to
6-ND, bolus injections (1 pmol) of dopamine (Figure 4B), noradrenaline (Figure 4C), and
adrenaline (Figure 4D) caused no increases in the dP/dtmax. Bolus injections of higher
doses of dopamine (Figure 4B), noradrenaline (Figure 4C), and adrenaline (Figure 4D)
caused significant dose-dependent increases in the dP /dtmax-

3.5. Effect of Bolus Injections of Catecholamines on the Heart Rate

A bolus injection of 6-ND (0.1 pmol) caused a significant increase in the heart rate
(Figure 5A). Further increases in the doses of 6-ND also substantially increased the heart
rate, but these increases were not significantly different among them (Figure 5A). In contrast
to 6-ND, bolus injections (1 pmol) of dopamine (Figure 5B), noradrenaline (Figure 5C), and
adrenaline (Figure 5D) caused no increases in the heart rate. Bolus injections of higher
doses (10-1000 pmol) of dopamine (Figure 5B), noradrenaline (Figure 5C), and adrenaline
(Figure 5D) caused significant dose-dependent increases in the heart rate.

3.6. Effect of Atenolol Infusion on the Increases in the Left Ventricle Developed Pressure (LVDP)
Induced by Catecholamines

The infusion of atenolol (10 nM and 100 nM) almost abolished the increases in the
LVDP induced by 1 pmol of 6-ND (Figure 6A). Atenolol (100 nM) significantly reduced the
increases in the LVDP induced by adrenaline (1 nmol; Figure 6D), without affecting those
induced by either dopamine (1 nmol; Figure 6B) or noradrenaline (Figure 6C). The infusion
of atenolol (1 uM) significantly reduced the increases in the LVDP induced by dopamine

(1 nmol; Figure 6B), noradrenaline (1 nmol; Figure 6C), and adrenaline (1 nmol; Figure 6D).
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Figure 4. Effect of bolus injections of 6-nitrodopamine (6-ND), dopamine (DA), noradrenaline
(NA), and adrenaline (ADR) on the maximal rate of rise of left ventricular pressure (dP/dtmax).
Bolus injections of 6-ND (0.01-1 pmol; Panel A), dopamine (10-1000 pmol; Panel B), noradrenaline
(101000 pmol; Panel C), and adrenaline (100-1000 pmol; Panel D) caused significant increases in the
maximal rate of rise of left ventricular pressure (dP/dtmax). ANOVA, followed by Newman—Keuls test.
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Figure 5. Effect of bolus injections of 6-nitrodopamine (6-ND), dopamine (DA), noradrenaline (NA),
and adrenaline (ADR) on the heart rate (HR). Bolus injections of 6-ND (0.1-1 pmol; Panel A), dopamine
(10-1000 pmol; Panel B), noradrenaline (10-1000 pmol; Panel C), and adrenaline (10-1000 pmol; Panel
D) caused significant increases in the heart rate. ANOVA, followed by Newman-Keuls test.

28



Life 2023, 13, 2012

9 of15

s Bk

6ND
(1 pmol)

AP,
(4 ‘rom the baseline, nmHg/s)

L

&

& 2 f“

oa
B (1 nmol)
_ a0
-
a0
E
el 8
é?'m —— T oo
g3 w o °o [
.
E ; : "
s =
- T T T
&
g f’y f
D
ADR
(1 nmol)
_ 2500
=
2 2m
E
£ 1o - 0o
s!%mm _I.,_.' o= oo
: 8 - e o " 0.0042
52 s o
£

T
& & & S
o g
A

Figure 7. Effect of atenolol infusions (0.01-1 nM) on the maximal rate of rise of left ventricular
pressure (dP /dtmax) induced by 6-nitrodopamine (6-ND), dopamine (DA), noradrenaline (NA), and
adrenaline (ADR). Atenolol (10-100 nM) blocked the increases in the dP /dtmax induced by 6-ND
(1 pmol; Panel A). Atenolol (100 nM) had no effect on the increases in the dP/dtmax induced by
dopamine (1 nmol; Panel B) and noradrenaline (1 nmol; Panel C), but significantly inhibited the
increases in the dP/dtmax induced by adrenaline (1 nmol; Panel D). Atenolol (1 uM) significantly
reduced the increases in the dP/dtmax induced by dopamine (1 nmol; Panel B), noradrenaline (1 nmol;
Panel C), and adrenaline (1 nmol; Panel D). ANOVA, followed by Newman-Keuls test. The p values
reflect significance compared to control values.
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Figure 8. Effect of atenolol infusions (0.01-1 uM) on the increases in heart rate induced by
6-nitrodopamine (6-ND), dopamine (DA), noradrenaline (NA), and adrenaline (ADR). Atenolol
(10-100 nM) blocked the increases in the heart rate induced by 6-ND (1 pmol; Panel A). Atenolol (100 nM)
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rate induced by milrinone or cilostazol [59]. In addition, incubation of 6-ND with human
washed platelets was not accompanied by a change in nucleotide levels [60].

[1-receptor stimulation in ventricular myocytes activates the Gs-adenylyl cyclase-
cAMP-protein kinase A (PKA) with consequent phosphorylation of PKA substrates in-
cluding L-type calcium channel, cardiac troponin I, and cardiac myosin-binding protein
C, causing an increase in calcium transients and contractility [61]. In pacemaker cells,
phosphorylation by PKA of membrane ion channels increases calcium cycling and pacing
rate. Thus, the activation of 3 1-adrenoceptors by catecholamines is responsible for positive
inotropy [62]. It is interesting that selective 31-adrenoceptor antagonists, atenolol, betaxolol,
and metoprolol, reduced the atrial frequency at concentrations that selectively blocked the
increases in atrial rate induced by 6-ND, indicating that the reduction in heart rate induced
by 1-adrenoceptor antagonists could be due to specific inhibition of the 6-ND receptor,
rather than the 31-adrenoceptor [19]. Indeed, the same phenomena has been observed here,
where atenolol induced a negative inotropic effect at the same concentration that affected
the positive inotropic effect of 6-ND but did not alter the positive inotropic effect induced
by the classical catecholamines. The finding that atenolol presents a negative inotropic
effect in concentrations that selectively affect the 6-ND positive inotropic effect reinforces
the concept that 6-ND has a major modulatory role in heart inotropism.

Although the mechanism(s) by which 6-ND causes a positive inotropic and chronotropic
effect in the rat isolated heart is unclear, the remarkable potency of this endogenous novel
catecholamine presents interesting therapeutic possibilities, mainly in acute heart failure
(AHF). This clinical syndrome, identified by a sudden worsening of AHF symptoms [63],
is one of the most common causes for hospital admission, mainly in aged patients [64].
Guidelines recommend patients should receive temporary intravenous positive inotropic
agents, such as adrenergic agonists, including dobutamine, dopamine, and PDE inhibitors
such as milrinone [65]. Although there is some evidence that this approach maintains sys-
temic perfusion and preserves end-organ performance, positive inotropic agents have not
yet demonstrated improved outcomes in AHF patients in either a hospital or ambulatorial
setting [66]. Interestingly, the most promising therapeutic target in acute decompensated
AHF outside of decongestion with diuresis is the vasodilatory pathway [67], and 6-ND
is also a very potent vasodilator [14,15]. However, it is important to note that, so far, the
positive inotropic effect induced by 6-ND has been observed only in vitro, and therefore
these results need to be validated in both anaesthetized and conscious animal models of
heart failure.

5. Conclusions

6-ND has potent positive inotropic action, presenting a potential novel therapeutic
approach in acute heart failure.
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stored at —20 °C until analysis [27]. Basal release of catecholamines was also evaluated from
ventricles obtained from animals chronically treated with L-NAME and from ventricles
of control animals incubated with either L-NAME (100 uM) or the voltage-gated sodium
channel blocker tetrodotoxin (TTX; 1 uM).

2.5. Determination of Catecholamines by Liquid Chromatography Coupled to Tandem Mass
Spectrometry (LC-MS/MS)

The catecholamine LC-MS/MS method [28] was modified to allow the measurement of
the four catecholamines in a single chromatographic run. The method validation following
USFDA guidelines for bioanalytical methods [29] was described elsewhere.

2.6. Isolated Langendorff's Perfused Heart

Heparin (1000 IU/kg) was injected i.p. to prevent blood clotting and euthanasia was
performed as described earlier (Section 2.3). Exsanguination was performed to confirm the
euthanasia. The chest was opened and the heart was rapidly excised, the ascending aorta
was cannulated, and the heart was mounted in a nonrecirculating Langendorff apparatus.
The isolated heart was perfused with KHS (pH 7.4, 37 °C), equilibrated with carbogen
gas mixture (95% O;: 5% CO,) at constant flow (10 mL/min) and maintained 4-10 mm
Hg left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) during initial equilibration [30]. A
water-filled latex balloon, connected to the pressure transducer (MLT1199 BP Transducer,
ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, USA), was inserted into the left ventricle (LV) via
the mitral valve. Left ventricular systolic pressure (LVSP), left ventricular end-diastolic
pressure (LVeDP), and heart rate (HR) were continuously recorded by a PowerLab System
(ADInstruments, Inc., Dunedin, NZ, USA). Left ventricular developed pressure (LVDP)
was calculated by the following formula: LVSP-LVeDP and expressed in mmHg. Rate
pressure product (RPP) was calculated as the product of heart rate (HR) and left ventricular
developed pressure (LVDP) as follows: RPP = (HR x LVDP). One heart was used for a
single drug and for a single dose. Only hearts that presented a basal heart rate between
250 and 300 bpm were employed in the experiments.

2.7. Langendorff’s Perfused Heart Analysis and Experimental Design

Following an equilibration period of at least ten minutes, a single bolus (10 mL) of
6-ND (0.01, 0.1, 1 or 10 pmol), dopamine (1, 10, 100 or 1000 pmol), noradrenaline (1, 10, 100
or 1000 pmol), or adrenaline (1, 10, 100 or 1000 pmol) was injected. One heart was used for
a single drug and for a single dose (for the evaluation of the inotropic effect of 0.01 (1 = 5),
0.1 (n=6),1 (n=6), and 10 (n = 6) pmol of 6-ND, 23 animals were employed).

2.8. Effect of Atenolol Infusion on the Positive Inotropic Effect Induced by Catecholamines

Following an equilibration period of at least ten minutes, a ten-minute (100 mL/min)
infusion of atenolol (0.001, 0.01, 0.1 and 1 uM; final concentration) was performed before
the bolus injection of 6-ND (1 pmol), dopamine (10 nmol), noradrenaline (1 nmol), and
adrenaline (1 nmol). The heart was monitored for 15 min. One heart was used for a single
drug and a single infusion.

2.9. Statistical Analysis

The left ventricular developed pressure (LVDP) was calculated as the difference be-
tween the systolic and end-diastolic pressure values, received from the LVDP curve. Left
ventricular systolic pressure (LVSP), left ventricular end-diastolic pressure (LVeDP), and
heart rate (HR) were continuously recorded by a PowerLab System (ADInstruments,
Inc., Dunedin, NZ, USA). Left ventricular developed pressure (LVDP) was calculated
by the following formula: LVSP-LVeDP and expressed in mmHg. Rate pressure prod-
uct (RPP) was calculated by the following formula: HR times LVDP and expressed
as beats x mmHg x min~!. The maximal rate of rise of the left ventricular pressure
(+dP/dtmax) was monitored continuously by a pressure transducer connected to a Pow-
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Figure 6. Effect of atenolol infusions (0.01-1 uM) on the increases in the left ventricle developed
pressure (LVDP) induced by 6-nitrodopamine (6-ND), dopamine (DA), noradrenaline (NA), and
adrenaline (ADR). Atenolol (10-100 nM) blocked the increases in the LVDP induced by 6-ND (1 pmol;
Panel A). Atenolol (100 nM) had no effect on the increases in the LVDP induced by dopamine (1 nmol;
Panel B) and noradrenaline (1 nmol; Panel C), but significantly inhibited the increases in the LVDP
induced by adrenaline (1 nmol; Panel D). Atenolol (1 uM) significantly reduced the increases in the
LVDP induced by dopamine (1 nmol; Panel B), noradrenaline (1 nmol; Panel C), and adrenaline
(1 nmol; Panel D). ANOVA, followed by Newman-Keuls test. The p values reflect significance
compared to control values.

3.7. Effect of Atenolol Infusion on the Increases in dP/dtyqy Induced by Catecholamines

The infusion of atenolol (10 nM and 100 nM) almost abolished the increases in the
dP/dtmax induced by 1 pmol of 6-ND (Figure 7A). The infusion of atenolol (100 nM) signif-
icantly reduced the increases in the dP/dtmax induced by adrenaline (1 nmol; Figure 7D),
without affecting those induced by either dopamine (1 nmol; Figure 7B) or noradrenaline
(Figure 7C). The infusion of atenolol (1 uM) significantly reduced the increases in the
dP/dtmax induced by dopamine (1 nmol; Figure 7B), noradrenaline (1 nmol; Figure 7C),
and adrenaline (1 nmol; Figure 7D).

3.8. Effect of Atenolol Infusion on the Increases in the Heart Rate (HR) Induced by Catecholamines

The infusion of atenolol (10 nM and 100 nM) significantly attenuated the increases in
the heart rate induced by 1 pmol of 6-ND (Figure 8A). The infusion of atenolol (100 nM) did
not alter the increases in the HR induced by dopamine (1 nmol; Figure 8B), noradrenaline
(1 nmol; Figure 8C), and adrenaline (Figure 8D). The infusion of atenolol (1 uM) attenuated
the increases in the heart rate induced by dopamine (1 nmol; Figure 8B), noradrenaline
(1 nmol; Figure 8C), and adrenaline (Figure 8D).

3.9. Effect of Atenolol Infusion on the Basal LVDP, dP/dt,ax, HR, and Rate Pressure Product

The infusion of atenolol (10 nM) caused significant reductions in the LVDP (Figure 9A),
the dP/dty.yx (Figure 9B), the basal heart rate (Figure 9C), and the basal rate pressure
product (Figure 9D).
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had no effect on the increases in the heart rate induced by dopamine (1 nmol; Panel B), noradrenaline
(1 nmol; Panel C), and adrenaline (1 nmol; Panel D). Atenolol (1 uM) caused significant reductions in
the increases in the heart rate induced by dopamine (1 nmol; Panel B), noradrenaline (1 nmol; Panel
Q), and adrenaline (1 nmol; Panel D). ANOVA, followed by Newman—Keuls test. The p values reflect
significance compared to control values.
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Figure 9. Effect of atenolol on the left ventricular pressure (LVDP), maximal rate of rise of left
ventricular pressure (dP/dtmax), heart rate, and rate pressure product (RPP). Atenolol (10 nM) caused
significant reductions in the left ventricular developed pressure (LVDP; Panel A), maximal rate of
rise of left ventricular pressure (dP/ dtmax; Panel B), heart rate (Panel C), and rate-pressure product
(Panel D). Unpaired -test.

4. Discussion

6-ND is released from the whole heart; as it is not only the main catecholamine released
from rat isolated ventricles, the results presented here extend our original observation that
6-ND is the major catecholamine released from rat isolated atria [19]. As observed in vascu-
lar tissues [14,15], rat and human vas deferens [17,18] and rat isolated atria [19], the basal
release is significantly reduced when the tissues are pre-incubated with the NO synthase
inhibitor L-NAME; or, in the case of the rat vas deferens, rat isolated atria and rat isolated
ventricles (present study) when tissues from L-NAME-chronically-treated rats were em-
ployed. 6-ND biosynthesis could be due to either direct nitrosation of dopamine following
NO synthesis or to nitrite anion (NO, ™) oxidation, formed by the degradation of NO to
the nitrogen dioxide radical (NO;'), as observed with mammalian heme peroxidases [31]
and myeloperoxidase [32]. The finding that 6-ND basal release is significantly decreased
in mice isolated atria and ventricles obtained from eNOS ™/~ mice, but is not reduced in
nNOS~/~ mouse [20], indicates a non-neurogenic origin in the heart.

The results with Langendorff’s preparation demonstrate that 6-ND is a very potent
positive inotropic agent, being more potent than dopamine and noradrenaline (one thou-
sand times) and adrenaline (ten thousand times). 6-ND should be considered the most
potent endogenous inotropic agent ever reported. Since the synthesis/release of 6-ND
from the ventricles is significantly reduced following both acute and chronic inhibition of
NO synthase, the finding that rat hearts from chronically L-NAME-treated rats present
decreased LVDP is compatible with the major physiological role of 6-ND as a modulator of
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heart inotropy; however, those hearts present extensive areas of fibrosis and myocardial
necrosis [33], which could contribute to the decreased inotropic response.

The inhibition of NO synthase does cause coronary vasoconstriction [34], and coronary
vasoconstriction will decrease myocardial contractility. Whether NO has a direct role in the
regulation of cardiac contractility independently of coronary vasoconstriction remains con-
troversial, since it has been characterized as positive [35,36], absent [37], and negative [6]
on basal myocardial contractility. Similar to the results here presented, in the rat isolated
perfused heart, infusion of the heart with NW-nitro-L-arginine (L-NNA) provoked relevant
decreases in both left ventricular pressure and dP /dtmax [38]. The infusion of another NOS
inhibitor, NG-Methyl-L-arginine acetate salt (L-NMMA), in the rat isolated perfused heart
caused an approximately 40% reduction in coronary flow and 60% in cardiac output [34].
In the rat isolated perfused heart stimulated with isoproterenol, infusion of L-NMA caused
left ventricular dP/dtmnax to decrease from 2718 + 170 to 2070 + 137 mm Hg/s‘1 and
left ventricular peak pressure to decrease from 105 & 9 to 86 4= 5 mm Hg [39]. Invivo,
intracoronary infusion of the NOS inhibitor L-NMMA (25 mmol/min) in healthy volun-
teers caused a significant reduction in basal LV dP/dtmax (from 1826 to 1578 mmHg/s;
p < 0.002), but had no effect on mean aortic pressure or right atrial pressure, indicat-
ing that endogenous NO has a positive inotropic effect in the normal human heart [40].
The intravenous infusion of L-NMMA (1 mg/kg/min) caused an increase in the mean
blood pressure and significant reductions in both cardiac output and stroke volume by
27.8 +2.9% and 15.4 4 3.5%, respectively [41]. In Long Evans conscious rats, an intra-
venous bolus injection of L-NAME (10 mg kg ') provoked important decreases in total
cardiac output and stroke volume [42]. Interestingly, in a mouse model of heart failure with
preserved ejection fraction, chronic administration of L-NAME did not alter the ejection
fraction, although the animals presented signs of congestive heart failure. Indeed, acute or
chronic administration of L-NAME is associated with cardio depressive effects [40,43-47].

Although the mechanism responsible for the inotropic action of 6-ND is not known,
the finding that it also has positive chronotropic action may provide some clues. For
instance, positive inotropic drugs increase the force of myocardial contraction through
different pathways. The oldest, cardiac glycoside digoxin, works directly on myocardium
and inhibits Na* /K*-ATPase in the cell membrane [48], resulting in an increase in the intra-
cellular calcium content and its binding to contractile proteins of myofibril [49]. Istaroxime
is a novel inotropic agent, structurally not related to cardiac glycosides but with a similar
mechanism of action; it also inhibits Na*/K*-ATPase at the sarcolemma, increasing the
intracellular calcium content during systole and improving contractility [50]. Itis unlikely
that 6-ND acts as an inhibitor of Na*/K*-ATPase since the use of digoxin is associated with
asignificant reduction in heart rate [51], and istaroxime, when administered (3 mg/kg/min)
to normally conducted sinus thythm dogs, decreased the heart rate [52].

Levosimendan, a pyridazinone-dinitrile derivative, is a positive inotropic drug with
a different mechanism of action. It behaves as a calcium sensitizer, increasing troponin
C affinity for Ca®>* and stabilizing the troponin C conformation [53]. Levosimendan can
increase intracellular calcium due to phosphodiesterase inhibition; however, this does not
occur in therapeutic concentrations [54]. The use of levosimendan in severe heart failure
patients is associated with an improvement in haemodynamic functions without significant
changes in heart rate [55]; while 6-ND has positive chronotropic action, the results obtained
here show that 6-ND can have an inotropic effect at dose/concentrations that do not
change the heart rate. Whether 6-ND can increase troponin C’s affinity for Ca?* remains to
be investigated.

Other positive inotropic agents increase cardiac contractility through pathways such
as an increase in cyclic AMP levels either by stimulation of adenylyl cyclase or by inhibition
of type-3 PDE [56]. The PDE3 inhibitors milrinone [57] and cilostazol [58] have positive
inotropic and chronotropic effects, and the potency parallels their ability to inhibit PDE3.
However, it is unlikely that 6-ND acts as a PDE3 inhibitor since, when incubated in the
rat isolated right atrium, it abolishes the concentration-dependent increase in the atrial
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4. DISCUSSAO

6-ND é liberada de todo o coracdo; pois ndo é apenas a principal
catecolamina liberada dos ventriculos isolados de ratos, os resultados
apresentados, aqui, estendem nossa observacdo original de que 6-ND € a
principal catecolamina liberada dos atrios isolados de ratos. Conforme
observado em tecidos vasculares, vasos deferentes de ratos e humanos e em
atrios isolados de ratos, a liberacdo basal € significativamente reduzida quando
os tecidos séo pré-incubados com o inibidor da sintase de NO, L-NAME; ou, no
caso dos vasos deferentes de ratos, atrios isolados de ratos e ventriculos
isolados de ratos (estudo atual), quando tecidos de ratos tratados cronicamente
com L-NAME foram utilizados. A biossintese de 6-ND pode-se dever tanto a
nitrosacao direta da dopamina apos a sintese de NO quanto a oxidacao do anion
nitrito (NO2-) formado pela degradacdo do NO ao radical do diéxido de nitrogénio
(NO2.), conforme observado em peroxidases da heme de mamiferos e
mieloperoxidase. A descoberta de que a liberacdo basal de 6-ND ¢é
significativamente reduzida em &trios e ventriculos isolados de camundongos
obtidos de camundongos eNOS-/-, mas néo € reduzida em camundongos nNOS-
/-, indica uma origem nao neurogénica no coragao.

Os resultados com a preparacéo de Langendorff demonstram que 6-ND é
um agente inotrépico 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 inotrépico endégeno mais potente ja relatado. Uma vez
que a sintese/liberacdo de 6-ND dos ventriculos € significativamente reduzida
apos a inibicdo aguda e crénica da NO sintase, a descoberta de que os coracdes
de ratos tratados cronicamente com L-NAME apresentam a diminuicéo do LVDP
€ compativel com o principal papel fisiologico do 6-ND como modulador da
inotropia cardiaca; entretanto, esses coracfes apresentam extensas areas de
fibrose e necrose miocérdica, o que poderia contribuir para a diminuicdo da
resposta inotropica.

A inibicdo da enzima O&xido nitrico sintase causa vasoconstricao
coronariana®?, e a vasoconstricdo coronariana diminuird a contratilidade

miocardica. Se o NO tem um papel direto na regulacéo da contratilidade cardiaca
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independentemente da vasoconstricdo coronariana ainda € controverso, ja que
foi caracterizado como positivo®364, ausente e negativo®® na contratilidade
miocérdica basal.

Similar aos resultados aqui apresentados, no coracao isolado perfundido
de rato, a infusdo do coragcdo com NW-nitro-L-arginina (L-NNA) provocou
reducdes relevantes tanto na pressao ventricular esquerda como no dP/dtmax®’.
A infusdo de outro inibidor da NOS, sal de acetato de NG-Metil-L-arginina (L-
NMMA), no coracdo isolado perfundido de rato causou uma reducdo de,
aproximadamente, 40% no fluxo coronariano e 60% no débito cardiaco®?.

No coracao isolado perfundido de rato estimulado com isoproterenol, a
infusdo de L-NMA fez com que o dP/dtmax do ventriculo esquerdo diminuisse
de 2718 £ 170 para 2070 + 137 mmHg/s—1 e a pressao maxima do ventriculo
esquerdo diminuisse de 105 + 9 para 86 = 5 mmHg®. In vivo, a infusdo
intracoronariana do inibidor da NOS L-NMMA (25 mmol/min) em voluntarios
saudaveis causou uma reducéo significativa no dP/dtmax do VE basal (de 1826
para 1578 mmHg/s; p <0,002), mas nao teve efeito sobre a pressdo média aortica
ou a pressao atrial direita, indicando que o NO enddgeno tem um efeito inotrépico
positivo no coracdo humano normal®9.

A infuséo intravenosa de L-NMMA (1 mg/kg/min) causou um aumento na
pressdo sanguinea média e reducdes significativas tanto no débito cardiaco
quanto no volume sistélico em 27,8 + 2,9% e 15,4 + 3,5%, respectivamente’®.
Em ratos conscientes Long Evans, uma injecdo intravenosa de bolo de L-NAME
(10 mg kg-1) provocou diminuigdes importantes no débito cardiaco total e no
volume sistélico’l. Curiosamente, em um modelo de camundongo de
insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecao preservada, a administracao crénica
de L-NAME ndao alterou a fracdo de ejecdo, embora 0os animais apresentassem
sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva. De fato, a administracdo aguda ou
cronica de L-NAME esta associada a efeitos cardio depressivos®9.72-76,

Apesar de o mecanismo responsavel pela agéo inotropica do 6-ND nédo
ser conhecido, a descoberta de que também possui acdo cronotrépica positiva
pode fornecer algumas pistas. Por exemplo, drogas inotropicas positivas
aumentam a forca da contracdo miocardica por meio de diferentes vias. A mais

antiga, digoxina (um glicosideo cardiaco), age diretamente no miocéardio e inibe
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a Nat+/K+-ATPase na membrana celular’’, resultando em um aumento no
conteudo intracelular de calcio e sua ligacdo a proteinas contrateis da
miofibrila’8. Istaroxima é um novo agente inotrépico, estruturalmente néao
relacionado aos glicosideos cardiacos, mas com um mecanismo de acao
semelhante; ele também inibe a Na+/K+-ATPase na sarcolema, aumentando o
conteudo intracelular de célcio durante a sistole e melhorando a contratilidade’®.
E improvavel que 6-ND atue como um inibidor de Na+/K+-ATPase, uma vez que
0 uso de digoxina esta associado a uma reducdo significativa na frequéncia
cardiaca®, e istaroxima, quando administrada (3 mg/kg/min) em caes com ritmo
sinusal normal, diminuiu a frequéncia cardiaca?®!.

Levosimendana, um derivado de piridazinona-dinitrilo, € uma droga
inotrépica positiva com um mecanismo de acédo diferente. Ela age como um
sensibilizador de célcio, aumentando a afinidade da troponina C pelo Ca2+ e
estabilizando a conformacédo da troponina C82. Levosimendana pode aumentar
ocorre em concentracdes terapéuticas®3. O uso de levosimendana em pacientes
com insuficiéncia cardiaca grave esta associado a uma melhora nas funcées
hemodinamicas sem alteracdes significativas na frequéncia cardiaca®;
enquanto 6-ND possui acdo cronotropica positiva, os resultados obtidos, aqui,
mostram que 6-ND pode ter um efeito inotrépico em doses/concentracfes que
ndo alteram a frequéncia cardiaca. Se 6-ND pode aumentar a afinidade da
troponina C pelo Ca2+ ainda precisa ser investigado.

Outros agentes inotropicos positivos aumentam a contratilidade cardiaca
por meio de vias como o0 aumento dos niveis de AMP ciclico, seja por
estimulacao da adenilil ciclase ou pela inibicdo da PDE tipo 38. Os inibidores da
PDE3 milrinone®® e cilostazol®” tém efeitos inotropicos e cronotrépicos positivos,
e a poténcia esta relacionada a capacidade de inibir a PDE3. No entanto, &
improvavel que 6-ND atue como um inibidor da PDE3, pois, quando incubado no
atrio direito isolado de rato, ele abole o aumento dependente da concentracédo
na frequéncia atrial induzida por milrinone ou cilostazol®. Além disso, a
incubacao do 6-ND com plaquetas lavadas humanas nao foi acompanhada por

alteracdes nos niveis de nucleotideos®®.
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A estimulagdo do receptor B1 em midcitos ventriculares ativa a adenilil
ciclase-Gs-cAMP-proteina quinase A (PKA), com consequente fosforilacdo de
substratos da PKA, incluindo canal de célcio do tipo L, troponina | cardiaca e
proteina de ligacdo da miosina cardiaca C, causando um aumento nos
transientes de calcio e na contratilidade®. Em células marca-passo, a
fosforilacdo por PKA dos canais idbnicos da membrana aumenta o ciclo de calcio
e a frequéncia de marca-passo. Assim, a ativagdo dos [31-adrenoceptores por
catecolaminas é responséavel pelo efeito inotropico positivo®l. E interessante
observar que antagonistas seletivos dos receptores (1-adrenérgicos, como
atenolol, betaxolol e metoprolol, reduzem a frequéncia atrial em concentracfes
que blogueiam seletivamente os aumentos na frequéncia atrial induzidos por 6-
ND, indicando que a reducao na frequéncia cardiaca induzida por antagonistas
dos B1-adrenoreceptores pode ser devida a inibicdo especifica do receptor 6-
ND, e ndo ao B1-adrenoreceptordl. De fato, o0 mesmo fendmeno foi observado
aqui, onde atenolol induziu um efeito inotropico negativo na mesma
concentracdo que afetou o efeito inotropico positivo de 6-ND, mas nao alterou o
efeito inotrépico positivo induzido pelas catecolaminas classicas. A descoberta
de que o atenolol apresenta um efeito inotropico negativo em concentragdes que
afetam seletivamente o efeito inotropico positivo de 6-ND reforca o conceito de
que 6-ND desempenha um papel modulador importante na inotropia cardiaca.

Embora o mecanismo pelo qual 6-ND causa um efeito inotrépico e
cronotrépico positivo no coracdo isolado de rato ndo seja claro, a poténcia
notavel desta nova catecolamina enddgena apresenta interessantes
possibilidades terapéuticas, principalmente na insuficiéncia cardiaca aguda
(ICA). Esta sindrome clinica, identificada por uma piora subita dos sintomas da
ICA®2, é uma das causas mais comuns de internacdo hospitalar, principalmente

em pacientes idosos
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5-CONCLUSAO

Nosso estudo demonstrou que a 6-nitrodopamina € o agente endégeno
mais potente em termos de inotropismo positivo no coragéo isolado de rato.
Esses resultados podem ter implicacdes importantes na compreensao dos
mecanismos de regulagcdo da funcdo cardiaca e podem abrir novas
oportunidades para o desenvolvimento de terapias direcionadas a doencas

cardiacas.
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ANEXOS
Anexo 1- Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)-UNICAMP

%,
K\

[=

T

CEUA/Unicamp

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

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

A CEUA/UNICAMP,

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

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

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

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

5746-1/2021, Avaliagao da acgéo fisioldgica in vivo e in vitro de receptores alfa-
adrenérgicos em ratos Wistar,

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

Justificativa para a incluséo dos novos membros executores:

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

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

13083-970 Campinas, SP — Brasil
https://www.ib.unicamp br/comissoes/ceua_principal
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Declaro que ndo houve/havera qualquer alteragdo em relagao ao tipo de animais
utilizados, numero total, grupos e procedimentos experimentais originalmente
enviados e aprovados pela CEUA/UNICAMP.

Pesquisador Responsavel

Informacéo importante:

« O(s) certificado(s) de realizagdo de curso de manipulacdo animal e legislacdo do(s) novo(s) executor(es) deve(m)
ser encaminhado(s) juntamente com esta solicitagao.

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

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