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OBJETIVOS

Determinar a funcao fisioldégica da 6-nitrodopamina no
controle vascular

Quantificar a liberacdo endotelial in vitro de 6-
nitrodopamina e correlacionar com os niveis de dopamina

Caracterizar farmacologicamente os receptores de 6-
nitrodopamina presentes em vasos sanguineos de cordao
umbilical humano

Buscar possiveis alvos terapéuticos a partir dos resultados
in vitro

INTRODUGAO

Os vasos sanguineos apresentam uma monocamada celular que
reveste seu o interior chamada de endotélio.!

O endotélio apresenta funcdo essencial na regulacdo do tonus vascular dos
vasos sanguineos pela liberacdo de agentes vasodilatadores, como 6xido nitrico
e prostandides e agentes vasoconstritores, como endotelina e angiotensina.? 34>

O endotélio dos vasos sanguineos do cordao umbilical humano também é capaz
de produzir e liberar dopamina (HUCV), conforme detectado anteriormente por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa em tandem (LC-
MS/MS)é. A liberacdo de outras catecolaminas (noradrenalina e adrenalina)
também foi detectada pelo endotélio da aorta de jabuti (Chelonoides carbonaria)’.

A estimulacao por campo elétrico (do inglés, Electrical field stimulation - EFS)
consiste em aplicar um campo elétrico uniformemente a um tecido isolado em
um pequeno pulso de ondas curtas para induzir a liberacdo de mediadoress. A
dopamina modula a reatividade vascular de artérias umbilicais humanas (HUA) e
veias umbilicais humanas (HUV), ja que antagonistas D,-like como o Haloperidol
inibem as contracdes induzidas por EFSé.

Nitrocatecolaminas sdao compostos produzidos a partir da nitracido de
catecolaminas (dopamina, noradrenalina e adrenalina). A 6-nitrodopamina (6-
ND) é um novo mediador vascular que pode ser produzido pela nitracdo da
dopamina induzida por 6xido nitrico (NO)?. Além disso, a liberacdo basal de 6-
ND ja foi detectada em aorta de C. carbonaria’.

Uma vez que o endotélio de HUCV produz NO e dopamina, neste estudo
investigamos a possibilidade de HUCV produzir e liberar 6-ND, assim como,
buscamos caracterizar a acao farmacodindmica desse mediador em HUA e HUV.
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METODOS

Populagdo: gestantes saudaveis com idade entre 18-60 anos submetidas a parto
vaginal ou cesariana na Santa Casa de Vinhedo (Vinhedo-SP) e Maternidade de
Campinas (Campinas-SP). TCLE obtido conforme protocolo aprovado - CAAE
06379418.0.0000.5467.

Banho de tecido isolado: resumidamente, os anéis (3 mm) de HUA e HUV foram
suspensos verticalmente entre dois ganchos de metal em banhos de érgaos de 10
mL contendo KHS, gaseificada continuamente com uma mistura de 95% O,: 5% CO,
(pH 7,4) 372 C.

Os tecidos passaram por um periodo de estabilizacdo de 90 min sob uma tensao de
repouso de 10 mN, e a tensdo isométrica foi registrada usando um sistema
PowerlLab (ADInstruments, Sydney, Australia). Apds esse periodo, os anéis foram
pré-contraidos com 5-hidroxitriptamina (5-HT, 1 uM). A integridade do endotélio
em ambos HUA e HUV foi avaliada através do relaxamento induzido por ATP (10
uM)e.

Curvas de resposta de concentracdo cumulativa para 6-ND foram realizadas em
anéis HUA e HUV intactos com endotélio, na auséncia e na presenca de L-NAME
(100 uM, 30 min) ou o inibidor do sitio-heme da guanilil ciclase solavel, 1H-[1,2,4]-
oxadiazolo-[4,3-alquinoxalin-1-one (ODQ, 100 uM, 30 min).

Ensaios com EFS: resumidamente anéis HUA e HUV pré-tratados comL-NAME (100
UM, por 30 min) na auséncia ou presenca de 6-ND (10 uM, por 30 min) foram
submetidos a EFS a 60 V por 30 s, a 8-16 Hz em pulsos de onda quadrada, largura de
pulso de 0,3 ms e atraso de 0,1 ms, usando um estimulador GrassEstimulador S88
(Astro-Medical, Industrial Park, RI, EUA).

Estatistica: Todos os resultados foram expressos como a média + erro
padrdo da média (SEM) de n experimentos. Todos os dados foram
analisados através do GraphPad Prism 6.0.. O nimero de experimentos
foi expresso em x/y, onde x representa o nimero de vasos umbilicaisey o
numero de anéis empregados nos experimentos.

Para todas as analises, as diferencas entre os grupos foram consideradas

significativas quando p <0,05.
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Figura 1: representacdo esquematica de banho de tecido isolado com
eletrodos para ensaios de estimulo por campo elétrico (EFS)
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METODOS

LC-MSIMS: foi usada para identificar a liberacio de 6-nitrodopamina (6-ND)
de anéis de vasos umbilicais humanas (HUCV). Os anéis foram incubados em
solucdo de Krebs-Henseileit (KHS: NaCl 118 mM; KCI 4,7 mM; CaCl, 2,5
mM; MgSO, 1,2 mM; NaHCO; 25 mM; KH,PO, 1,2 mM; glicose 5,6 mM)
contendo 3 mM de acido ascorbico e continuamente gaseificados com uma
mistura de 95% O,: 5% CO, (pH 7,4) a 372 C por 30 min. Para cada
espécime, dois anéis de artéria umbilical humana (HUA) e de veia umbilical
humana (HUV) com o endotélio intacto e dois anéis de HUA e dois anéis de
HUV sem endotélio (cada um medindo 15 mm) foram incubados na presenca
e na auséncia de do inibidor de sintese de NO, Nw-Nitro-L-arginina (L-
NAME, 100 uM). Em seguida, uma aliquota de 2 mL do sobrenadante foi
transferido para um tubo e armazenado em-20 -C.

A separacao de 6-ND foi realizada em um Shim-pack 150 mm x 3,0 mm com
coluna GIST-HP C18, tamanho de particula de 3 um (Shimadzu, Duisburg,
Alemanha) mantida a 652 C. Uma fase moével A de 75% consistindo em agua
desionizada com 0,1% de acido férmico (v/v) e uma fase mével B de 25%
consistindo de acetonitrila/agua desionizada (90/10, v/v) mais 0,1% de
acido formico a um fluxo de 350 puL/min em um modo isocratico foram
empregadas.

A deteccdo de 6-ND e do padrio interno (6-ND e 6-nitrodopamina-d4 foram
compradas de Toronto Research Chemical - Ontario, Canada) foi realizada
por um espectrometro de massa LCMS-8060 triplo-quadrupolo (MS/MS)
(Shimadzu, Kyoto, Japao), operando em modo de ionizacdo positiva. As
analises foram realizadas no modo de monitoramento de reacao multipla
(MRM). Os ions protonados [M+ H] + e seus respectivos produtos de ions
foram monitorados em 199.10 > 181,95 para 6-ND e 203,10> 186,00 para
6-ND-d4.
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Figura 2: liberacio basal de 6-ND em veias e artérias umbilicais. A liberacio basal de 6-
ND é reduzida pela incubacdo com L-NAME (100 puM) e pela remocao do endotélio (p<
0.05).

LC-MS/MS: calibragao e limite de quantificacao

A curva de calibracao de 6-ND foi linear para concentracdes de 0,1-10 ng/mL,
com um coeficiente de correlacdo superior a 0,99 (dados ndo mostrados). O
limite de quantificacio foi de 0,1 ng/mL; a precisdo (expresso como %) para as
execucdes intra-lote (n = 7) e inter-lote (n = 21) foram 103,7 e 103,67,
respectivamente e a precisdo (expressa como % CV) para as execucdes intra-
lote (n = 7) einter-lote (n = 21) foram 12,7 e 14,9, respectivamente - Figura 2.
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Figura 3: curvas concentracio-resposta (10nM - 1 mM) a catecolaminas na
presenca de L-NAME (100 uM) em anéis de HUCV (n=5/8 para cada painel).
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Figura 4: deslocamento para direita provocado pela 6-ND nas contracées
induzidas por Sumanirole, agonista D2 pleno, em HUA (n=4/8) e HUV (n=4/8).

Efeito da 6-ND nas contra¢oes induzidas por dopamina, noradrenalina e adrenalina

A adicdo de 6-ND (0,001-300 puM) sozinha ndo contraiu os anéis de HUA (n = 5/10) nem de
HUV (n = 5/10) na auséncia ou presenca de L-NAME ou ODQ (dados ndo mostrados). No
entanto, em vasos pré-tratados com L-NAME, 6-ND (10 uM, 30 min) produziu um
deslocamento significativo para a direita das curvas de concentracao-resposta para dopamina
em ambos HUA (pEC;,4,9+0,1,4,4+0,2e4,2+0,1;n=5/8) e HUV (pEC;,4,9 + 0,10,4,4 + 0,2
e 4,2 +0,1; n=5/8), para o controle 3 e 10 uM 6-ND, respectivamente (Fig. 3A, B). Os valores

de pu, para 6-ND foram 5,96 + 0,24 e 5,72 + 0,13 para HUA (n = 5/8) e HUV (n = 5/8),
respectivamente.

Ao contrario da dopamina, a 6-ND (10 uM, 30 min) ndo teve efeito nas contracdes induzidas
por noradrenalina em HUA (pEC;, 5,1 + 0,2 e 537 + 0,2, E,, 46 + 0,4 e 49 + 0,5 mN para
controle e 6-ND respectivamente; n = 4/7) ou HUV (pEC5, 5,75 +0,1e 5,70 + 0,2; E, ., 16,6 +
1,4 e 15,8 + 2,3 mN; para controle e 6-ND respectivamente, n = 4/7; Fig. 3C, D).
As contracdes induzidas pela adrenalina também nio foram afetadas por 6-ND (10 uM) em
HUA (pECs, 5,35 £ 0,23 e 5,62 + 0,23; E,,, 42 + 0,7 e 3,7 + 0,4 mN para controle e 6-ND
respectivamente; n = 4/7 ) ou HUV (pECs, 5,83 + 0,22 € 6,18 + 0,17; E ., 3,5+ 0,7e 3,4+ 0,4
mN para controle e 6-ND respectivamente, n = 4/7; Fig. 3E, F).

Efeito da 6-ND nas contracoes induzidas por Suminarole

O Sumanirole, agonista seletivo do receptor D2, causou uma contracdao concentracao-
dependente de HUA (Fig. 4A) e HUV (Fig. 4B) pré-tratados com L-NAME.

Na preparacao de HUA, a pré-incubacao com 6-ND a 1 uM causou um deslocamento para a
direita da curva de concentracao-resposta do sumanirole, enquanto que a 3 e 10 uM, 6-ND
reduziu significativamente as contracées (E,,,, 16,2+ 2,1,13,0+ 3,6,3,4+0,7e 2,7 £+ 0,8 mN; n
= 4/8) para o controle 1, 3 e 10 uM 6-ND, respectivamente (Fig. 4A). Resultados semelhantes
foram observados em preparacdes de HUV (Fig. 4B), onde 6-ND produziu um desvio para a
direita na concentracdo mais baixa (1 uM) e quase aboliu as contracdesem 3e 10 uM (E . ., 14,4
+23,13,8+2,7,2,1+0,1e0,5+0,4mN; n=4/8;paraocontrole 1,3e 10 uM 6-ND).

max
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Figura 5: tracado representativo demonstrando uma reduc3o significativa (p < 0.05) das
contracdes induzidas por EFS tanto em HUA como em HUV pela incubacdo com 10 uM de
6-ND (n=5/8 para cada painel).

A pré-incubacdo com 6-ND (10 puM, 30 min) reduziu significativamente as contracées
induzidas por EFSem HUA (4,8 +0,8e 1,8 +0,5mN para8Hze 4,7+0,8e 2,7 + 0,8 mN
para 16 Hz; p < 0,05; n = 5/8; para vasos de controle e pré-tratados com 6-ND,
respectivamente) assim como em HUV (10,6 + 1,8e 3,8 + 0,8 MmN para8Hze 12,1+ 19e
5,8 £0,9 mN para 16 Hz; p <0,05; n = 5/8; para vasos de controle e pré-tratados com 6-
ND, respectivamente; Figura 5).

CONCLUSOES

Demonstrou-se pela primeira vez em tecido humano a liberacdo endotelial de 6-
nitrodopamina, um novo mediador vascular que atua antagonizando receptores
dopaminérgicos D2.

Além disso, a liberacdo endotelial de 6-nitropamina é um novo mecanismo pelo qual o NO
pode modular a reatividade vascular independente da producao de cGMP.

- A Ay

PONTOS CHAVE

A 4
n A 6-nitrodopamina é liberada pelo endotélio de HUCV

Em HUA e HUV a 6-ND atua como um antagonista seletivo D2 da
dopamina

n A liberacao de 6-ND pode ser um novo mecanismo pelo qual o NO

modula a reatividade vascular indepente da producao de cGMP

A 6-ND sozinha nao contrai HUA ou HUV mesmo na presenca de L-
NAME
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