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RESUMO 

  



 

xxiv 

 

 

 
É bem estabelecido que a acetilcolina (ACh) produz relaxamento da musculatura 

lisa vascular através da liberação endotelial do óxido nítrico (NO) e, portanto, é 

uma das ferramentas farmacológicas mais utilizadas para avaliar a integridade do 

endotélio. Experimentos preliminares feito pelo nosso grupo mostraram que a ACh 

não relaxou a aorta e nem artéria pulmonar de sagui (Callithrix jacchus), além de 

induzir contração neste último leito em vaso com endotélio íntegro. Assim, o 

presente estudo teve como objetivo caracterizar de maneira mais detalhada a 

resposta colinérgica em artéria pulmonar de sagui.    Em artéria pulmonar, O ADP 

(0.01-100 µM) produziu relaxamento dependente da concentração, que foi 

reduzido a aproximadamente 42% na presença do L-NAME (100 μM) ou da 

indometacina (inibidor não seletivo da cicloxigenase, 10 μM). A ACh (0.00001-1 

mM) induziu contração dependente da concentração com valores de potência 

(pEC50) e resposta maxima (Emax) de 5.83 ± 0.08 and 90 ± 5%, respectivamente. A 

Emax da ACh aumentou aproximadamente 28%  e 22% na presença de L-NAME 

e após a remoção do endotélio, respectivamente. Os antagonistas muscarínicos 

mais seletivos para os subtipos M2 e M3, metoctramina e 4-DAMP, e a 

indometacina reduziram significativamente a contração induzida pela ACh. A 

estimulação elétrica (4-16 Hz, 80 V, 10 segundos de estimulação) induziu 

contração dependente da frequência que foi significativamente reduzida na 

presença de 4-DAMP (0.1 µM), metoctramina (0.1 µM) e fentolamina (10 μM) e 

aumentada pela fisostigmina (10 µM). Na presença de hexametônio (1 μM), 

fentolamina (10 µM) ou tetrodotoxina (1 μM) a contração mediada pela ACh não 

foi alterada. A análise de imunofluorescência revelou a presença da colina 

acetiltransferase (ChAt) na tunica media. Estes dados mostram a presença de 

uma inervação colinérgica excitatória em artéria pulmonar de Callithrix jacchus.  

 

Palavras chave: Artéria pulmonar, Callithrix jacchus, inervação colinérgica. 
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                                                           ABSTRACT 
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It is well established that acetylcholine (ACh) produces relaxation of 

vascular smooth muscle by endothelial release of nitric oxide (NO) and thus is one 

of the most widely used pharmacological tools to assess the integrity of the 

endothelium. Preliminary experiments done by our group showed that ACh did not 

relax the aorta and pulmonary artery of marmoset (Callithrix jacchus), and induces 

contraction in the latter bed in vessel with intact endothelium. Thus, the present 

study aimed to characterize in more detail the cholinergic response in pulmonary 

artery marmoset. In pulmonary artery ADP (0.01-100 µM) produced concentration-

dependent relaxation which was reduced to approximately 42% in the presence of 

L-NAME (100 µM) and indomethacin (nonselective cyclooxygenase inhibitor, 10 

µM). ACh (0.00001-1 mM) produced concentration-dependent contractions with 

potency values (pEC50) and maximum response (Emax) of 5.83 ± 0:08 and 90 ± 

5%, respectively. The Emax of ACh increased by approximately 28% and 22% in 

the presence of L-NAME and after removal of the endothelium, respectively. The 

muscarinic antagonists more selective for subtypes M2 and M3, methoctramine 

and 4-DAMP, and indomethacin significantly reduced ACh-induced contraction. 

Electrical field stimulation (EFS 4-16 Hz, 80 V, 10 seconds of stimulation) induced 

frequency-dependent contraction, which was significantly reduced in the presence 

of 4-DAMP (0.1 µM), methoctramine (0.1 µM) and phentolamine (10 µM) and 

augmented by physostigmine (10 µM). In the presence of hexamethonium (1 µM), 

phentolamine (10 µM) or tetrodotoxin (1 µM) contraction mediated by ACh was not 

altered. The immunofluorescence analysis revealed the expression of choline 

acetyltransferase (Chat) in Tunica Media. These data show the presence of an 

excitatory cholinergic innervation in the pulmonary artery Callithrix jacchus. 

 

Keywords: Pulmonary artery, Callithrix jacchus, cholinergic innervation. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1  Sistema nervoso colinérgico  

 Os neurônios colinérgicos presentes no sistema nervoso central (SNC) e 

periférico liberam, principalmente, a acetilcolina (ACh), porém outros 

neurotransmissores, como glutamato (1), adenosina trifosfato (ATP), óxido nítrico 

(NO) e peptídeo intestinal vasoativo (VIP) (2), são co-liberados. A síntese de ACh 

é iniciada pela captação do aminoácido colina através do transportador de colina 

de alta afinidade (CHT1, sigla em inglês). No citoplasma dos neurônios 

colinérgicos a biossíntese de ACh ocorre pela acetilação da colina com a acetil 

coenzima A (acetil-CoA) em uma reação catalisada pela enzima colina 

acetiltransferase (ChAT). A presença da ChAT é considerada um dos marcadores 

mais específicos para identificação de neurônios colinérgicos centrais e periféricos 

(3, 4). 

A ACh sintetizada é armazenada nas vesículas pela ação das proteínas 

vesiculares de transporte da ACh (VAChT, sigla em inglês) para formar um 

quantum periférico (3, 4). A degradação da ACh se dá, principalmente, pela ação 

das colinesterases denominadas de butirilcolinesterase (BChE) ou 

acetilcolinesterase (AChE) (Figura 1). 

 

 



 

29 

 

  

Figura 1. Esquema mostrando as proteínas envolvidas no processo de síntese a 
acetilcolina (ACh) em um terminal nervoso. Ch, colina; CHT1, transportador de alta 
afinidade da colina; ChAT, colina acetiltransferase; VAChT, proteína vesicular de 
transporte da ACh; M, receptor muscarínico; N, receptor nicotínico; AChE, 
acetilcolinesterase, (1) A absorção do percursor de Ch por CHT1. (2) A ACh sendo 
sintetizada pela enzima ChAT no citoplasma, (3) ACh sendo carregada pela VAChT, 
(4) liberação da ACh pela vesícula, difundindo-se pela membrana plasmática, 
podendo atingir na membrana pós sináptica no (5) receptor (N) e (M), (6) A ACh 
pode ser rapidamente degradada pela AChE, em acetato de colina (5).  
  

Diversos estudos utilizando técnicas de imunohistoquímica, expressão 

gênica e atividade enzimática para ChAT, VChAT ou quantificação de ACh  por 

HPLC mostraram que a ACh também pode ser sintetizada em estruturas não 

neurais, como no epitélio dos tratos respiratório (6, 7, 8), gastrointestinal (9) e 

urogenital (10), endotélio vascular (11), nos leucócitos, células dendríticas 

derivadas da medula e mastócitos (12, 13, 14, 15), mudando o paradigma de que 

a ACh atuaria somente como neurotransmissor. Em relação ao papel da ACh não-

neural no sistema cardiovascular existem evidências que a mesma pode controlar 

a angiogênese através da ativação dos receptores nicotínicos do subtipo α -7 (α7 
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nAChR). A adição de colina, agonista α7 nAChR, aumentou a expressão gênica e 

proteica do α7 nAChR e induziu proliferação e formação de tubos das células 

endoteliais. Em modelo de infarto em ratos, a colina aumentou a densidade dos 

capilares nos tecidos isquemiados e este efeito foi antagonizado na presença de 

mecamilamida e α-bungarotoxina (16). Em artéria pulmonar de humano, porco e 

rato foi visto a expressão da ChAT e VChAT principalmente na camada endotelial 

(17), porém nenhum estudo funcional foi realizado para avaliar se a ACh oriunda 

desta camada teria papel relevante no controle do tônus vascular. 

 

1.2  Controle do tônus vascular 

 O tônus vascular é o resultado do equilíbrio entre a liberação de 

substâncias vasodilatadoras e vasoconstritoras, as quais são oriundas de 

estruturas neurais, endoteliais e do metabolismo. Os principais agentes que levam 

à contração da musculatura lisa vascular são as catecolaminas, tromboxano A2 

(TXA2), histamina, serotonina, endotelina-1, angiotensina II, adenosina difosfato 

(ADP), adenosina trifosfato (ATP) e acetilcolina (ACh). Os agentes relaxantes 

incluem a bradicinina (BK), substância P, ACh, óxido nítrico (NO), monóxido de 

carbono (CO), prostaciclina (PGI2), ATP, ADP, histamina (18, 19) e sulfeto de 

hidrogênio (H2S) (20). O fato de um mesmo agente induzir contração e 

relaxamento dependerá do leito vascular, da espécie animal e do subtipo de 

receptor estimulado. Fisiologicamente o NO leva a vasodilatação, inibição da 

agregação plaquetária, da adesão/infiltração de leucócitos e da proliferação da 

musculatura lisa vascular (21). Agentes como ADP, ATP, ACh, histamina e  força 

de cisalhamento são fatores que podem levar à liberação de NO (Figura 2). 
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Figura 2. Principais mediadores que levam ao relaxamento da musculatura lisa 
vascular através da liberação de óxido nítrico (NO). ACh, acetilcolina; AA, ácido 
araquidônico; AVP, vasopressina; E, adrenalina; NE, noradrenalina; ADP, 
adenosina difosfato; 5-HT, serotonina; ET-1, endotelina; VEGF, fator de crescimento 
endotelial vascular; EDRF, fator relaxante derivado do endotélio. Vanhoutte (18). 
 

1.3  Sistema nervoso colinérgico no controle do tônus vascular 

Em relação ao papel do sistema nervoso colinérgico (SC) é sabido que o 

mesmo não tem uma participação importante no controle da resistência vascular 

periférica. Entretanto, na circulação cerebral (22) e peniana (23), de humanos a 

inervação colinérgica tem papel fisiológico importante e a resposta frente à ACh, 

se vasoconstrição ou vasodilatação dependerá, principalmente, do calibre do vaso 

e/ou da espécie animal.  

A vasodilatação induzida pela ACh se dá pela estimulação dos receptores 

muscarínicos presentes no endotélio, levando à liberação de NO, como, por 

exemplo, na artéria cerebral de felino (24), circulação pulmonar de rato (25), 

artéria coronária bovino e equino (26, 27), dentre outros. Em determinados leitos, 
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como artéria coronária de cobaia (28) e nas artérias mesentéricas (29) e hepáticas 

de rato (30) e artérias subcutâneas torácicas, o relaxamento induzido pela ACh é 

sensível a inibição da sintase de óxido nítrico (NOS) e da ciclooxigenase (COX), 

mostrando a presença do fator relaxante derivado do endotélio (EDHF, sigla em 

inglês). Por outro lado, em artéria coronária isolada de boi a estimulação elétrica 

induziu contração dependente da frequência, na qual foi reduzida e aumentada, 

respectivamente, na presença de atropina e fisostigmina (31), sugerindo que a 

inervação parassimpática no respectivo leito, encontra-se fisiologicamente ativa. 

Em relação à circulação pulmonar, a distribuição de nervos varia entre as 

espécies. Assim, em cobaia, porco, coelho, ovelha, gato, cachorro e humano 

(Figura 3A) há uma extensa inervação de nervos simpáticos, parassimpáticos e 

sensoriais nas artérias com calibre de 50-100 μm (32, 33, 34, 35) em contraste ao 

rato e camundongo (Figura 3B) (32, 33, 35). 

 
Figura 3. Distribuição da inervação simpática (Sy), parassimpática (P) e sensorial 
(Se) ao longo da circulação pulmonar através de imagem de tomografia obtida do 
pulmão de camundongo. Representação da densidade de nervos em cobaia, 
coelho, ovelha, gato, cachorro e humano (A) e em camundongo e rato (B). A 
densidade da inervação é representada pela espessura das barras (35). 
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Em artéria pulmonar principal de coelho a ACh induziu relaxamento que 

não houve alteração significativa, após remoção do endotélio, portanto esse efeito 

relaxante pela ACh é dependente do endotélio vascular. Entretanto, em artéria 

intrapulmonar de pequeno (200 μm) e médio (500 μm) calibre a ACh induziu 

contração em tecidos pré-contraídos com U-46619 ou ET-1 (36). Em outro 

trabalho, nas artérias extra (2 mm) e intrapulmonares (200 μm) de coelho a 

contração induzida pela estimulação elétrica foi sensível e resistente ao prazosina 

e atropina respectivamente. Entretanto, neste trabalho a atropina não interferiu na 

resposta contrátil de ambas as artérias (37). Em artéria pulmonar isolada de 

humano a ACh e o carbacol induziram contração em vasos sem endotélio e 

relaxamento em vasos com endotélio, enquanto que o inibidor da 

butirilcolinesterase, iso-OMPA potencializou a contração, mas não o relaxamento 

induzido pela ACh (38). Assim, podemos observar que existem diferenças 

regionais na resposta induzida pela ACh, entretanto a importância deste sistema 

no controle vasomotor ainda é controversa uma vez que a maioria dos trabalhos 

avaliaram seu papel através de experimentos de imunohistoquímica e/ou com 

artéria isolada, através da adição exógena e poucos trabalhos através da adição 

por via endógena de ACh, contudo mostrando a via colinérgica, fisiologicamente 

ativa.  

 

JUSTIFICATIVA 

 O papel do sistema nervoso simpático no controle do tônus da circulação 

pulmonar já está bem estabelecido, uma vez que sua ativação leva à 

vasoconstrição independentemente da integridade do endotélio. Em relação à 
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inervação colinérgica nos vasos sua ativação pode levar a respostas opostas e/ou 

bifásicas pela ACh exógena, as quais dependem do calibre da artéria e/ou da 

espécie animal. No entanto não existem trabalhos que mostrem essa resposta 

bifásica no Sistema nervoso parassimpático ou pela ACh endógena.  Nos 

últimos anos o papel da ACh vem ganhando maior destaque, uma vez que 

estudos mostram a expressão do CHT1, ChAT, VChAT em estruturas não neurais, 

mudando a visão clássica de que a ACh seria liberada somente a partir de 

estruturas neurais. Em alguns leitos vasculares, como o cerebral e peniano o 

sistema nervoso colinérgico participa do controle vasomotor, seja liberando ACh 

ou outro neurotransmissor, como NO, ATP ou VIP. Estudos preliminares 

realizados em nosso laboratório utilizando a espécie Callithrix jacchus mostraram 

que a ACh não relaxou aorta com endotélio íntegro, então fomos investigar, se em 

outros leitos vasculares, essa resposta era similar e observamos que na artéria 

pulmonar, com endotélio íntegro, além da ausência de relaxamento, a ACh induziu 

contração. A partir deste resultado surpreendente, pela diferença de resposta em 

relação aos outros mamíferos, procuramos caracterizar de maneira mais 

detalhada a contração mediada pela ACh em artéria pulmonar. Apesar dos nossos 

achados teriam sido realizados somente in vitro, é plausível especular que nesta 

espécie o sistema nervoso colinérgico possa ser relevante para o controle do 

tônus vascular pulmonar.  Estudos adicionais serão necessários para avaliar se o 

sistema nervoso colinérgico participa de situações patológicas, como por exemplo 

na hipertensão pulmonar.  
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2.1 Objetivo Geral 

 O objetivo geral deste estudo foi caracterizar farmacologicamente a 

reatividade vascular em artéria pulmonar isolada de C. jacchus frente a ação da 

acetilcolina.  

 

2.2 Objetivo específico 

 Os objetivos específicos incluem: 

 1) Caracterizar a contração mediada pela acetilcolina exógena e endógena 

em artéria pulmonar isolada. 

 2) Avaliar a expressão da colina acetiltransferase em artéria pulmonar 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 



 

38 

 

3.1  Animais 

 Foram utilizados sagüis (Callithrix jacchus), machos e fêmeas pesando 

entre 330 - 430 g fornecidos pelo Departamento de Parques e Áreas Verdes 

(DEPAVE) e Parque Ecológico do Tietê (PET) os quais ficaram alojados em 

gaiolas. Os saguis receberam alimentação nos mesmos padrões dos lugares de 

procedência. Os protocolos empregados foram aprovados pelo Comitê de Ética no 

Uso de Animais (CEUA Protocolo n° 2022-1) e pelo Sistema de Autorização e 

Informação em Biodiversidade (SISBIO Protocolo 16951-1).  

 

3.2  Preparação dos anéis de artéria pulmonar  

Os animais foram sacrificados com isoflurano, seguido de cetamina (70 

mg/Kg). A artéria pulmonar foi isolada e segmentadas em dois anéis, com cerca 

de 3 mm de comprimento e, após a remoção de tecido adiposo e conectivo 

circundantes, cada anel foi montado entre dois ganchos, conectados a um 

transdutor isométrico sob tensão passiva de 10 mN em banho de órgão isolado 

preenchido com solução Krebs-Henseleit, continuamente aerada com mistura 

carbogênica (O2/CO2 - 95%/5%) e mantidas à temperatura de 37 °C e pH 7,4.  

Os registros de tensão foram adquiridos utilizando o programa de aquisição 

de dados PowerLab 4/30 (versão software 7.3.4 ADInstruments, Australia). A 

solução nutritiva de Krebs-Henseleit foi trocada a cada 15 minutos durante o 

período de 1 hora e a tensão reajustada quando necessária. Uma solução de 

cloreto de potássio (KCl, 80 mM) foi adicionada ao término dos protocolos 

funcionais. Em alguns protocolos experimentais o endotélio foi removido através 
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do método de fricção na luz do vaso e sua remoção foi verificada pelo método de 

microscopia de luz. 

 

3.3  Protocolos Experimentais  

 

3.3.1  Protocolos em artéria pulmonar  

 Foram realizadas curvas concentração resposta a adenosina difosfato, 

(ADP 0,00001-1 mM), na ausência e na presença do inibidor da sintase 

do óxido nítrico L-NAME (100 μM) e do inibidor não seletivo da 

ciclooxigenase, indometacina (10 μM).    

 Foram realizadas curvas concentração resposta à acetilcolina (ACh, 

0,00001-3 mM) na ausência e na presença do inibidor da sintase de 

óxido nítrico (L-NAME, 100 μM), do inibidor não seletivo para a 

ciclooxigenase (indometacina, 10 μM), dos antagonistas muscarínicos 

M1 (pirenzepina, 100nM), M2 e M4 (metoctramina, 100 nM) e M3 (4-

DAMP, 100nM), do bloqueador nicotínico ganglionar (hexametônio, 1 

μM) e do antagonista adrenérgico (fentolamina, 10 μM). Em alguns 

protocolos experimentais a contração à ACh foi realizada em vasos sem 

endotélio. 

 Foram realizadas curva frequência-resposta de contração na ausência e 

na presença de 4-DAMP (100 nM) mais metoctramina (100 nM) 

associadas ou não associadas à fentolamina. Em alguns protocolos 
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experimentais a contração induzida pela estimulação elétrica foi 

realizada na presença de tetrodotoxina (TTX, 1 μM). 

 Foram realizadas curva frequência-resposta na ausência e na presença 

do inibidor da acetilcolinesterase (fisostigmina, 10 μM). 

 Foram realizadas curva frequência-resposta na ausência e na presença 

do endotélio vascular. 

 

3.4  Microscopia de luz 

Após a remoção da artéria pulmonar (n=5) alguns anéis foram seccionados 

e posteriormente houve a remoção mecânica da camada endotelial através de 

fricção da parede interna do vaso com uma pinça. Os anéis foram fixados em 

paraformaldeído 10% durante 24 horas, seguida de desidratações em séries de 

concentração crescente de etanol até 100%. Em seguida o material foi emblocado 

em Histotec (Merck, Darstadt, Alemanha). Secções com 4-5 µm de espessura 

foram obtidas para confecção de lâminas, que foram coradas por hematoxilina e 

eosina. 

 

3.5 Microscopia de fluorescência 

  Os ramos direito e esquerdo das artérias pulmonares (n=4) foram isoladas, 

cortadas em anéis e imediatamente fixadas em paraformaldeído (4%) diluído em 

tampão fosfato de sódio 0,1M, pH 7,2 por 24 horas. Os fragmentos foram imersos 

em solução protetora e congelados a -20°C. Cortes de 8 µm foram aderidos a 

lâminas de microscopia previamente tratadas com bind-silane. Após a adesão, os 

cortes foram lavados com tampão fosfato de sódio 0,1 M para remoção da solução 
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protetora e seguidamente foram incubados com uma solução de fosfato de sódio 

contendo 50 mM de cloreto de amônio para bloqueio de carga por 30 minutos a 

temperatura ambiente, em seguida os cortes foram incubados com solução 

tampão acrescido de 5% de BSA por 1 hora para bloqueio de sítios de ligação 

inespecífica. O anticorpo primário para colina acetiltransferase (ChAT, 1:100, 

Abcam) foi diluído em tampão fosfato de sódio acrescido de 1% de BSA e 

incubados por 48 horas a 4°C. Em seguida os cortes foram lavados em tampão 

fosfato de sódio acrescido de 1% BSA por 30 minutos. Após a remoção do 

anticorpo primário não ligado, foi adicionado o anticorpo secundário marcado com 

fluorocromo por 24 horas a 4°C. Como tecido controle utilizou-se o cérebro dos 

saguis e os anticorpos e os tempos de incubação foram os mesmos utilizados 

para os vasos, enquanto que o controle negativo consistia na omissão do 

anticorpo primário, os resultados foram observados em microscópio da marca 

Leica DM5000 B. 

 

3.6  Parâmetros farmacológicos 

As respostas contráteis dos agonistas foram medidas em mN e corrigidas 

em relação a contração induzida pelo cloreto de potássio (KCl, 80 mM), que foi 

considerada como sendo 100%. O logaritmo das concentrações molares dos 

agonistas foi colocado em abscissas e a porcentagem do efeito em ordenadas. Os 

gráficos foram traçados e analisados através do programa computacional 

“GraphPad Prism” (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de 

potência e respostas máximas foram calculados pela seguinte equação E= 

Emax/[(1+(10c/10X)N +  Ф], onde E é elevação do tônus basal, Emax é a máxima 
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resposta que o agonista pode produzir, “c” é o logaritmo da EC50, que é a 

concentração do agonista que produz 50% da resposta máxima; “x” é o logaritmo 

da concentração do agonista, o expoente, “N”, significa a inclinação da curva 

concentração-resposta e Ф  é a resposta observada na ausência do agonista. As 

análises de regressões não lineares para determinar os parâmetros Emax, log EC50 

e o “n” foram feitas utilizando-se o programa computacional GraphPad Prism, 

considerando o parâmetro Ф como zero. 

Os protocolos experimentais envolvendo a estimulação elétrica foram 

expressos em “mN”, enquanto que os relaxamentos provocados pelos agonistas 

que atuam na via NO/GCs/PDE5 foram calculados como porcentagem da 

contração induzida pela fenilefrina. 

 

3.7  Análise estatística  

 Os dados são apresentados como média ± erro padrão das médias (E.P.M) 

de um número experimental n (animais). Utilizou-se o teste “t” de Student. Em 

algumas situações foi usado o teste de análise de variância (ANOVA-one way), 

seguido pelo teste de Tukey. O programa Instat (GraphPad Software) foi usado 

para estas análises. P<0,05 foi aceito como significativo. 

 

 

 



 

43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4.1 Relaxamento induzido pela adenosina difosfato em artéria pulmonar de 

Callithrix jacchus. 
 

 Em artéria pulmonar o ADP induziu relaxamento que foi dependente da 

concentração com valores de pEC50 e Emax de 6,38 ± 0,17 e 98 ± 1%, 

respectivamente, frente redução de aproximadamente 42% na Emax na presença 

do L-NAME (n=5) ou Indometacina (n=6) (Figura 4A).  

 

 

4.2  Contração induzida pela acetilcolina ou fenilefrina em artéria pulmonar 

de Callithrix jacchus. 

 

Em vasos com endotélio íntegro e em tônus basal tanto a ACh (pEC50 5,83 

± 0,08 e Emax:103 ± 9%, n=5, Figura 4B) como fenilefrina (PE, pEC50 6,24 ± 0,09 e 

Emax 94 ± 9%, n= 4, Figura 4C) induziram contração que foi dependente da 

concentração. Na presença do L-NAME ou após remoção do endotélio houve um 

aumento significativo na contração induzida pela ACh ou PE. É importante 

mencionarmos que mesmo em tecidos pré-contraídos com PE (5 μM) a ACh (0,01, 

0,1 e 1 μM) induziu contração (dados não mostrados). A incubação prévia do 

inibidor da ciclooxigenase, indometacina (10 μM, n=5) reduziu em, 

aproximadamente, 50 % (P<0,05) a resposta contrátil mediada pela ACh (Figura 

4B).  

Como o L-NAME e a indometacina não aboliram o relaxamento induzido pelo ADP 

a remoção do endotélio foi confirmada pela microscopia de luz (Figura 4D) 





 

46 

 

 

4.3  Avaliação da contração induzida pela ACh na presença e ausência dos 

antagonistas dos receptores muscarínicos, nicotínicos, α-adrenérgicos e do 

bloqueador do canal de sódio dependente de voltagem em artéria pulmonar 

de Callithrix jacchus. 

 

Na presença dos antagonistas dos receptores muscarínicos seletivos para o 

receptor M3 (4-DAMP, 100ƞM, n=4, P<0,05) ou M2 (Metoctramina, 100 ƞM, n=4, 

P<0,05) houve uma redução de aproximadamente 74% na contração induzida 

pela ACh. Por outro lado, o antagonista muscarínico mais seletivo para o receptor 

M1 (Pirenzepina, 100 nM, n=5, P>0,05) não interferiu nos parâmetros 

farmacológicos da ACh (Figura 5A). 

 

Os bloqueadores do receptor nicotínico ganglionar (hexametônio, 1 µM, 

Figura 5B, n=5, P>0,05), dos canais de sódio dependentes de voltagem 

(tetrodoxina 1 µM, Figura 5C, n=4, P>0,05) ou antagonista não seletivo para os 

receptores α-adrenérgicos (fentolamina, 10 µM, Figura 5D, n=4, P>0,05) não 

interferiram na resposta contrátil induzida pela ACh. 
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4.4  Contração induzida pela estimulação elétrica em artéria pulmonar 

isolada de Callithrix jacchus. 

  

 A estimulação elétrica induziu contração que foi dependente da frequência, 

sendo a resposta máxima atingida na frequência de 16 Hz. Na presença de TTX (1 

μM, n=3) a resposta contrátil foi abolida (dados não mostrados), mostrando assim 

uma resposta neurogênica. Na presença dos antagonistas 4-DAMP (100 nM) + 

metoctramina (100 nM, n=5) houve uma redução de aproximadamente 60 % 

(P<0,05) da amplitude de contração induzida pela estimulação elétrica (Figura 6A), 

enquanto que a co-incubação dos antagonistas muscarínicos com fentolamina (10 

μM, n=5, P<0,05) praticamente aboliu esta contração.  

 

 Por outro lado, a incubação de fisostigmina (10 μM, n=5) produziu um 

aumento na amplitude de contração de, aproximadamente, 69 % (4 e 8 Hz, 

P<0,05) e 107 % (16 Hz, P<0,05) (Figura 6B). A remoção da camada endotelial 

não interferiu na amplitude de contração induzida pela estimulação elétrica (Figura 

6C). 
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Figura 6. (A) Contração induzida pela estimulação elétrica (4, 8 e 16 Hz, 80 V, 10 

segundos de estimulação) na ausência (E+) e na presença do 4-DAMP (1 µM, n=5) 

com metoctramina (1 µM, n=5) ou associados com fentolamina (10 µM, n=5) ou 

fisostigmina (10 µM, n=5, B) ou após remoção do endotélio (n=8, C) . As colunas 

representam as médias ± e.p.m. (C) *P<0,05 em comparação ao E+ (ANOVA “one 
way” [A] e teste “t”de student [B]). 
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4.5  Expressão da colina acetiltransferase (ChAT) em artéria pulmonar de 

Callithrix jacchus. 

 

A enzima colina acetiltransferase está expressa na túnica media assim 

como nos neurônio do córtex cerebral (controle positivo). Não foi observada 

nenhuma reatividade quando o anticorpo primário foi omitido („‟Controle‟‟, Figura 

7).  

 

 

 

Figura 8. Imunorreatividade da colina acetiltransferase (ChAT, 100x original) em 
túnica media da artéria pulmonar de Callithrix jacchus. O córtex cerebral foi 
utilizado como controle positivo. O controle negativo foi obtido omitindo-se o 
anticorpo primário. Imagens representativas, n=4 animais. 
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 5. DISCUSSÃO 
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Neste trabalho observarmos que, diferentemente da maioria dos vasos de 

mamíferos, em artéria pulmonar de Callithrix jacchus a ACh não induziu nenhum 

relaxamento em vaso pré-contraído e com endotélio íntegro. Além disso, a ACh 

exógena e endógena contraiu vasos com tônus basal e endotélio. A análise de 

imunohistoquímica revelou a expressão da ChAT na túnica média da artéria 

pulmonar. 

 A espécie Callithrix jacchus foi inicialmente utilizada em nosso laboratório 

para avaliação da reatividade da musculatura lisa cavernosa. Simultaneamente 

aos experimentos com corpo cavernoso isolamos a artéria pulmonar para avaliar 

se os mediadores que comumente controlam o tônus vascular em mamíferos 

também estavam presentes nesta espécie animal e observamos que além da 

ausência de relaxamento frente a ACh, a mesma contraiu vaso com endotélio 

íntegro e em tônus basal. A partir de então, duas perguntas foram levantadas: 1) 

Será via do NO estaria conservada nesta espécie? 2) Será que os receptores 

muscarínicos estariam expressos na camada endotelial?  A primeira possibilidade 

foi descartada, em relação a segunda possibilidade ainda não conseguimos 

afirmar se a densidade de receptores muscarínicos é baixa ou até mesmo ausente 

na camada edotelial, uma vez que os anticorpos reativos para estas proteínas não 

funcionaram em tecidos controles de rato ou camundongo. A partir de então 

passamos a focar nossos protocolos experimentais na artéria pulmonar 

procurando caracterizar a contração induzida pela ACh. 

 O sistema nervoso colinérgico está envolvido em alguns processos 

fisiopatológicos, como na doença pulmonar obstrutiva crônica, bronquite, asma 

(39) e (40) mal de Alzheimer e outras demências (41, 42). Entretanto, os dados da 
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literatura são escassos e controversos quanto a importância deste sistema no 

controle do tônus vascular. Assim, em mamíferos a resposta mediada pela 

ativação do sistema nervoso colinérgico, (relaxamento ou contração), dependerá 

da espécie animal e do vaso.  

 Na circulação cerebral de cachorro e macaco (43) foi observado expressão 

ChAT e a ACh foi co-liberada com NO, causando vasodilatação ou modulação da 

liberação de outros neurotransmissores (44, 45). Na circulação pulmonar existem 

várias controversas, uma vez que a ACh exógena produziu vasoconstrição em 

tônus basal nas artérias intrapulmonares e vasodilatação em tecidos pré-

contraídos tanto nas artérias extra- e intrapulmonares de coelho (46), ovelha (36) 

e humano (47). É sabido que a ativação dos receptores muscarínicos presentes 

no endotélio é acompanhada de aumento da concentração de cálcio levando 

assim à liberação de substâncias contráteis, como tromboxano A2, prostaglandina 

F2α ou relaxantes, como NO e prostaciclina.  

 No presente trabalho a ACh não produziu nenhum relaxamento em artéria 

pulmonar com endotélio íntegro em todas as concentrações estudadas. Por outro 

lado, na artéria pulmonar a ACh produziu contração que foi significativamente 

reduzida na presença de metoctramina, 4-DAMP e indometacina, sugerindo que 

parte da contração mediada pela ACh envolve a liberação de fatores contráteis 

oriundos da via da ciclooxigenase. Em pacientes hipertensos, mas não nos 

normotensos, a administração intra-arterial de indometacina melhorou a 

vasodilatação induzida pela ACh, mas não do nitroprussiato de sódio (48, 49). Em 

aorta isolada de ratos espontaneamente hipertensos ou do respectivo controle  e 

tratada previamente com L-NAME, a ACh induziu contração em vaso com 
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endotélio, porém, este efeito não foi observado em vasos sem endotélio. Além 

disso, a ACh induziu a liberação de 6-ceto-PGF1α, tromboxano B2, PGE2 e 

PGF2α em ambas as linhagens (50). Apesar da contração mediada pela ACh ter 

sido reduzida na presença da indometacina, é importante salientar que após 

remoção do endotélio a contração mediada pela ACh não foi reduzida, mas sim 

aumentada, sugerindo que os fatores relaxantes derivados do endotélio 

contrabalanceiam a contração mediada pela ACh. 

 O tipo de neurotransmissor responsável pela resposta contrátil também 

varia conforme a espécie e leito vascular. Em artéria uterina de macaco (43), em 

artéria mamária de porco (51) e em artéria pulmonar principal de rato e porco a 

resposta contrátil é mediada pela noradrenalina e ATP. Por outro lado, em artéria 

coronária de vaca (31) e artéria ciliar de macaco (52), a contração induzida pela 

estimulação elétrica se deu pela liberação de ACh, uma vez que esta resposta foi 

aumentada na presença de fisostigmina e abolida com a atropina. No presente 

trabalho a resposta contrátil neurogênica envolveu tanto a liberação de ACh como 

de catecolamina, pois na presença dos antagonistas muscarínicos e adrenérgico 

esta resposta foi significativamente reduzida, enquanto que na presença de 

fisostigmina pudemos observar aumento da resposta.  

 No sistema vascular tem sido relatada a presença de receptores nicotínicos 

nas células endoteliais que podem modular a sobrevivência, proliferação e 

migração destas células. (16, 53). Em aorta isolada de ratos controle e 

espontaneamente hipertensos a nicotina induziu relaxamento somente em vasos 

com endotélio íntegro, sendo esta resposta reduzida na presença dos 

bloqueadores α-bungarotoxina e α-conotoxina (54). Uma vez que receptores 
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nicotínicos também estão presentes em terminais nervosos simpáticos, decidimos 

avaliar se a contração induzida pela ACh poderia ser em parte devido a liberação 

de noradrenalina. Entretanto, nenhuma alteração foi observada frente a contração 

à ACh após incubação com fentolamina, hexametônio ou tetrodotoxina. 

Atualmente existem diversas evidências da liberação de ACh extra-

neuronal, uma vez que foi vista expressão ChAT e VChAT em linfócitos, células 

mononucleares, granulócitos e células epiteliais do trato respiratório, 

gastrointestinal e urogenital além das células endoteliais (55, 56). Outra evidência 

levantada é que a contração induzida pela estimulação elétrica poderia ser devido 

em parte a liberação de ACh do endotélio. Apesar de estudos prévios terem 

mostrado expressão ChAT em células endoteliais umbilicais (55), no presente 

trabalho a enzima ChAT estava expressa principalmente na túnica media. A 

ausência de endotélio não interferiu na contração mediada pela estimulação 

elétrica e a tetrodotoxina aboliu a resposta contrátil, confirmando assim que a 

terminais nervosos são a principal fonte de ACh na artéria pulmonar.  
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7. CONCLUSÃO 
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Baseado nos resultados deste estudo, concluímos que em artéria pulmonar 

principal de Callithrix jacchus o sistema nervoso colinérgico induziu 

vasoconstrição, sugerindo assim que nesta espécie o sistema nervoso colinérgico 

possa contribuir para a regulação da circulação pulmonar. Assim, como o mesmo 

neurotransmissor pode induzir respostas opostas em um mesmo leito vascular, é 

imprescindível o conhecimento da fisiologia e farmacologia comparada para a 

escolha da melhor espécie animal, principalmente em situações onde se pretende 

induzir uma patologia.  

 

Limitações do estudo: seria importante a realização da hemodinâmica pulmonar 

após infusão de ACh para averiguarmos se os achados in vivo corroborariam os in 

vitro. 
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