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RESUMO 

Dopamina endotelial: maior modulador do sistema circulatório 
 

Britto-Júnior J.1 e De Nucci G. 1 
1Faculty of Medical Sciences, Department of Pharmacology, University of Campinas (UNICAMP), Campinas, 
Brazil. 
 
 
RESUMO 
 
O endotélio é um órgão capaz de regular tônus vascular através da liberação de agentes 
relaxantes (óxido nítrico e prostaciclina) ou contráteis como a endotelina e o EDCF 
(Endothelium-Derived Contracting Factor). A estimulação de campo elétrico (EFS, Electrical 
Field Stimulation) induz contrações da aorta da cobra e dos vasos do cordão umbilical 
humano (HUCV, Human Umbilical Cord Vessels), que são dependentes da presença do 
endotélio. Este estudo teve como objetivo estabelecer a natureza do(s) mediador(es) 
responsável(is) pelas contrações induzidas por EFS no HUCV. Anéis com ou sem endotélio 
da artéria umbilical humana (HUA, Human Umbilical Artery) ou veia (HUV, Human Umbilical 
Vein) foram montados em câmaras de banho de órgãos contendo solução de Krebs-
Henseleit oxigenada e aquecida. A liberação basal de dopamina (DA), noradrenalina e 
adrenalina foi medida por LC-MS-MS (Liquid Chromatography coupled to tandem Mass 
Spectrometry). As curvas cumulativas de concentração-resposta foram realizadas com 
dopamina na ausência e na presença de L-NAME ou de antagonistas da dopamina. Os 
estudos de EFS foram realizados na presença e ausência de L-NAME, tetrodotoxina (TTX), 
atropina, indometacina, glibenclamida, phentolamina, prazosin e idazoxano, e os 
antagonistas da dopaminergicos SCH-23390 e haloperidol. A identificação da presensa da 
enzima tirosina hidroxilase (TH, Tyrosine Hydroxylase) e a dopa-descarboxilase (Dopa-
DesCarboxylase) foram avaliadas por imunohistoquímica a presença do RNA mensageiro 
da enzima TH foi avaliado por hibridizações fluorescentes in situ (FISH, Fluorescence In 
Situ Hybridization). A liberação basal de dopamina requer um endotélio intacto tanto no 
HUA quanto no HUV. TH e DDC estão presentes apenas no endotélio de HUA e HUV, 
conforme determinado por imuno-histoquímica. A dopamina induziu contrações em HUA 
apenas na presença de L-NAME. As contrações induzidas por dopamina em HUV foram 
fortemente potencializadas por L-NAME. As contrações induzidas por EFS em ambos HUA 
e HUV foram potencializadas por L-NAME e inibidas pelo antagonista do receptor D2-like 
haloperidol. TTX, prazosin e idazoxan, atropina, indometacina, inibidor dos canais K-ATP 
glibenclamida e o antagonista do receptor tipo D1-like SCH-23390 não tiveram efeito nas 
contrações induzidas por EFS de HUA e HUV. Nossos resultados demonstram que 
dopamina é liberada pelo endotélio e modula a reatividade vascular no cordão umbilical 
humano. 
 
Palavras-Chave: Catecolamina, Sistema vascular, Receptor dopaminérgico, Cordão  
umbilical. 



 

   

ABSTRACT 

 
Endothelial dopamine: major modulator of the circulatory system 
 

Britto-Júnior J.1 and De Nucci G. 1 
 

1Faculty of Medical Sciences, Department of Pharmacology, University of Campinas (UNICAMP), Campinas, 
Brazil. 
 
ABSTRACT 

 
The endothelium is an organ capable of regulating vascular tone through the release of 
relaxing agents (nitric oxide and prostacyclin) or contractile agents such as endothelin and 
endothelium-derived contracting factor. Electric field stimulation (EFS) induces contractions 
of snake aorta and human umbilical cord vessels (HUCV), which are dependent on the 
presence of endothelium. This study aimed to establish the nature of the mediator(s) 
responsible for EFS-induced contractions in the HUCV. Human umbilical artery (HUA) and 
vein (HUV) rings with or without human endothelium were mounted in organ bath chambers 
containing heated (37C°), oxygenated (95%O2/5%CO2) Krebs-Henseleit’s solution. Basal 
release of dopamine (DA), noradrenaline and adrenaline were measured by liquid 
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS-MS). Cumulative concentration-
response curves were performed with dopamine in the absence and presence of L-NAME 
and dopamine receptor antagonists. EFS studies were performed in the presence and 
absence of L-NAME, tetrodotoxin (TTX), atropine, indomethacin, glybenclamide, 
phentolamine, prazosin and idazoxan, and the dopaminergic antagonists SCH-23390 and 
haloperidol. The identification of the presence of the enzyme tyrosine hydroxylase (TH) and 
dopa-decarboxylase (DDC) was evaluated by immunohistochemistry and the presence of 
TH enzyme messenger RNA (mRNA) was evaluated by FISH (Fluorescence in Situ 
Hybridization). Basal dopamine release requires an intact endothelium in both the HUA and 
the HUV. TH and DDC are present only on the endothelium of HUA and HUV, as determined 
by immunohistochemistry, and TH mRNA identified by FISH in the endothelium of both HUA 
and HUV. Dopamine induced contractions in HUA only in the presence of L-NAME. 
Dopamine-induced contractions in HUV were strongly potentiated by L-NAME. EFS-induced 
contractions in both HUA and HUV were potentiated by L-NAME and inhibited by the D2like- 
receptor antagonist haloperidol. TTX, prazosin and idazoxan, atropine, indomethacin, 
glybenclamide and the D1-like receptor antagonist SCH-23390 had no effect on contractions. 
induced by EFS of HUA and HUV. Our results demonstrate that dopamine is released by 
the endothelium and modulates vascular reactivity in the human umbilical cord and that 
dopamine is the major EDCF. 

 
Keywords: Catecholamine, Vascular system, Dopaminergic receptor, Umbilical cord.
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1 INTRODUÇÃO 

1.1. Catecolaminas 

As catecolaminas são compostos orgânicos que possuem em sua estrutura o 

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

As principais catecolaminas são dopamina, noradrenalina e adrenalina as quais 

possuem papel importante na neurotransmissão e hormonal em vários processos 

fisiológicos, tais como controle cardiovascular (1), regulação do humor e estresse (2), 

controle de funções motoras, (3), funções renais entre outros (4,5). 

As catecolaminas são sintetizadas através do aminoácido tirosina, podendo ser 

derivado diretamente da dieta (fonte exógena) ou ser sintetizado no fígado (fonte 

endógena) a partir do aminoácido fenilalanina. A primeira etapa (Figura: 1) para sua 

formação é realizada pela enzima tirosina hidroxilase, a qual converte a tirosina em L-

DOPA (l -3,4- diidroxifenilalanina) por oxidação da posição 3 no anel benzênico (5,6). 

A conversão da L-DOPA em dopamina é feita pela enzima aminoácido aromático 

descarboxilase (AADC) que está presente no cérebro, e é expressa por neurônios 

dopaminérgicos. A AADC cliva o grupo carboxila do carbono alfa da cadeia lateral de 

etilamina, liberando dióxido de carbono no qual requer o co-fator fosfato de piridoxal 

(5,6)em seguida ocorre a hidroxilação pela atividade enzimática da dopamina-β-

hidroxilase, a qual converte a dopamina em noradrenalina. A noradrenalina é o 

transmissor liberado pelas terminações nervosas simpáticas pós-ganglionares do 

sistema nervoso autônomo. Em outras células, a noradrenalina pode ser convertida 

subsequentemente em adrenalina pela feniletanolamina N-metiltransferase. A 

adrenalina é o hormônio secretado pela medula da glândula supra-renal. A dopamina 

é um transmissor (ou neuromodulador) no sistema nervoso central (6). 
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Figura 1: Síntese das catecolaminas (7) 

 

Grande parte da noradrenalina liberada pelo neurônio é capturado e 

recondicionado dentro de vesículas para nova utilização, enquanto uma pequena 

porção é capturada pelas células não neurais. A captura neural é feita pela família das 

proteínas transportadoras de neurotransmissores específicas - NET (transportador de 

noradrenalina, do inglês norepinephrine transporter). Tais transportadores também 

atuam como contransportadores de sódio, cloreto e amina. Já o transporte até as 

vesículas dá-se pelo transportador vesicular de monoaminas (VMAT) e a captura 

extraneural (no tecido alvo) ocorre pelo transportador extraneural de monoaminas 

(EMT). 
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A metabolização das catecolaminas ocorre pela ação das enzimas monoamino-

oxidase (MAO-A e MAO-B) e dcatecol-o-metiltransferase (COMT). A MAO, abundante 

nas terminações nervosas adrenérgicas, está ligada à membrana externa das 

mitocôndrias, convertendo catecolaminas em seus aldeídos correspondentes e 

metabolizados pelo aldeído desidrogenase ao ácido carboxílico correspondente. A 

COMT envolve a metilação de um dos grupos hidroxila do catecol, que produzir um 

derivado metoxi. Após a ação de MAO + COMT, o produto final é o 3-metoxi-4-

hidroxifenilglicol (MHPG), eliminado pela urina em forma de glicuronídeo ou sulfato, e 

em grande parte convertido em ácido vanililmandélico - VMA. (8–10). 

Atuando as catecolaminas possui uma ação endógena nos receptores 

adrenérgicos, sobre receptores alfa 1 e 2, e beta 1, 2 e 3 (11,12), tendo respostas 

diferentes para cada receptor e tecido(13,14). Os efeitos fisiológicos das 

catecolaminas são mediados por receptores acoplados à proteína G (GPCR), que 

controlam a sinalização do efetor, ou seja, o segundo mensageiro(15) 

 

1.2. DOPAMINA 

A dopamina, é uma catecolamina endógena e é o precursor da produção de 

noradrenalina, e foi sintetizado pela primeira vez por George Barger, James Ewens, e 

Henry Dale em 1910(16,17). Um dos mais importantes mediadores cardiovasculares, 

a dopamina é caracterizada como um importante modulador/mediador da pressão 

arterial por meio de um sistema dopaminérgico periférico independente (18). No 

estudo realizado por Holtz e Credner (1944; (19) os autores descrevem que a 

dopamina, em contraste com noradrenaIina e adrenalina, produzia um efeito 

vasopressor em cobaias e coelhos. Os efeitos vasopressores foram produzidos 

injeções intravenosas de dopamina (>1 mg i.v.). Em humanos, a primeira evidencia 

da dopamina foi relatado nos estudos de McDonald et al., 1963 (20) em voluntários 

saldáveis ocasionou-se uma redução acentuada da resistência vascular renal. 

McDonald e Goldberg (1963; (21) também relataram que em cães anestesiados a 

dopamina causa uma vasodilatação em doses baixas, porém em does mais altas 

ocorre uma vasoconstrição nas artérias renais. Atualmente foram caracterizados 5 



 

 

16 

receptores dopaminérgicos classificado em duas famílias principais famílias: D1-like e 

D2-like. 

Os receptores de dopamina estão em diversos régios e órgão do corpo sendo 

identificados em vasos sanguíneos, néfron, sistema nervoso. Sua ação/efeito 

biológico são mediados através de cinco principais receptores dopamina 

geneticamente distintos:  D1, D2, D3, D4 e D5 tendo sua classificação em duas 

principais famílias D1-like (D1 e D1) e D2-like (D2, D3 e D4) – que estão acoplados à proteína 

G, com base na estimulação (Gs) e inibição (Gi) da adenilato ciclase, respectivamente 

(22). A dopamina desempenha um papel importante na patogênese da hipertensão. 

A primeira demonstração do efeito vasodilatador da dopamina foi relatado por Toda e 

Goldberg em 1973 (23) em artérias mesentéricas e renais isoladas de caninos 

contraídas com cloreto de potássio (KCl; 10-30mM) no qual a dopamina causou 

relaxamento em concentrações 1-30 µM no qual produziu relaxamento na maioria dos 

testes, porém não em todas as artérias. 

Os receptores que estimulam a adenilato ciclase, os receptores 

dopaminérgicos D1-like estão acoplados à proteína Gs, a qual estimula a adenilato 

ciclase. A adenilato ciclase catalisa a conversão de adenosina trifosfato (ATP) em 

adenosina monofosfato (AMP) cíclico, o qual se liga à proteína quinase A (PKA) para 

desinibir/ativar as subunidades catalíticas. As primeiras evidências dos receptores de 

dopamina da família D1 foram identificadas através da estimulação da adenilato 

ciclase pela dopamina, levando ao acúmulo de AMP cíclico na retina (24) e no 

neostriatum de rato (25) . Os receptores que inibem a adenilato ciclase, são os 

receptores dopaminérgicos D2-like os quais são mediados pela ativação das proteínas 

G heterotriméricas G i/o, inativando/reduzindo a adenilato ciclase. Os receptores da 

família D2-like são responsáveis pela inibição da adenilato ciclase no qual age em 

oposição aos receptores da família D1-like, diminuindo a fosforilação de substratos de 

PKA. A primeira via de sinalização identificada para receptores do tipo D2 foi a inibição 

de acumulação de AMP cíclico em adenomas hipofisários secretores de prolactina 

humana (26,27) 

A dopamina, um neurotransmissor bem conhecidos no sistema nervoso central, 

também é um modulador importante da pressão arterial, do equilíbrio de sódio, das 

funções renal e adrenal e é relevante para a patogênese e/ou manutenção de 
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hipertensão (28). Curiosamente, derivados de dopamina, como o araquidonoil-

dopamina, foram encontrados no sistema nervoso central (29,30), onde atua como um 

agonista endógeno dos receptores canabinóides. Outro derivado endógeno da 

dopamina, a 6-nitrodopamina, também apresentou liberação basal em vasos de 

cordão umbilical humano(31), anéis aórticos de Chelonoidis carbonarius (32), anéis 

aórticos de Pantherophis guttatus (33), vas deferens de Rattus norvegicus (34) e 

Homo sapiens (35) e átrio direito de Rattus norvegicus (36) 

 

1.3 Morfologia do cordão  

O cordão umbilical é uma estrutura vital para o crescimento e bem-estar do feto 

sendo o único órgão que "morre no início da vida”. É uma estrutura fundamental que 

liga o embrião à placenta (37). Seu comprimento pode variar entre 50 a 60 centímetros 

de comprimento no final da gravidez possuindo em sua morfologia três vasos 

sanguíneos que atravessam em espiral a geléia de Wharton, completando em média 

10 a 11 voltas entre os fetos (38). O cordão umbilical possui duas artérias umbilicais 

(Figura 02) responsáveis por transportar o sangue venoso do embrião para a placenta 

e uma única veia, a qual  e responsável de transportar o sangue rico de oxigênio e 

nutriente da placenta para o embrião (39), Juntas, essas estruturas fornecem 

nutrientes e respiração ao embrião. 

 
Figura 2: Corte transversal do cordão umbilical humano: A: Artérias; V: veia;  

GW: Geleia de Wharton (40) 
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A geleia de Wharton consiste em grande número de fibras colágenas, um 

pequeno número de fibroblastos, uma matriz contendo ácido hialurônico e 

glicosaminoglicanos sulfatados (41). As artérias umbilicais são circundadas apenas 

por uma camada plana ou cúbica de células epiteliais e o endotélio, não contendo 

nenhuma camada subendotelial ou endoelástica subjacente, a qual é adjacente à 

camada muscular. A camada muscular consiste em uma camada longitudinal interna 

(com lúmens irregulares) sem nervos ou "ductos alimentadores”. 

Nos vasos de cordão umbilical humano foi caracterizado farmacologicamente 

por ensaios de reatividade vascular que a acetilcolina induz a contração na veia 

umbilical humana (HUV), através da ativação dos subtipos de receptores colinérgicos 

M1 e M3 (42). A acetilcolina, mas não a nicotina, causa a contração das artérias 

umbilicais humana (HUA), a qual é sensível à atropina (43). O tromboxano A2 causa 

contração no vasos do cordão umbilical humano semelhante ao seu mimético U46619 

contrai HUA (44) e HUV (45).  A endotelina (ET) é um potente vasoconstritor tanto in 

vitro quanto in vivo. Ambas ET-1 e ET-2 são potentes agentes contráteis de HUA e 

HUV (46), e HUV é mais sensível à ET-1 em comparação com HUA(42) . No HUA, 

noradrenalina, oximetazolina e fenilefrina, provocam uma contração dependente da 

concentração com uma ordem de potência agonística: noradrenalina = oximetazolina 

≫	fenilefrina, a qual é consistente com uma interação com α2-adrenoceptores (47). O 

antagonista dos adrenoceptores α1, prazosin, causou uma redução dependente da 

concentração da resposta contrátil à noradrenalina e antagonizou a contração 

induzida pela fenilefrina no HUA, indicando a presença de α1-adrenoceptores (48).  

1.4 Endotélio Vascular, fator relaxante derivado do endotélio 

A identificação da importância do endotélio na regulação do tônus vascular foi 

observada no estudo de Furchgott e Zawadzki (1980; (49), analisando a relação entre 

a acetilcolina (ACh) e a vasodilatação em aorta isolada de coelho. Em algumas 

preparações notou-se que a acetilcolina produzia a vasodilatação. Isso ocorria devido 

a presença do endotélio durante a preparação do vaso, originalmente denominado 

“fator relaxante derivado do endotélio” (do inglês, EDRF ou endothelium derived 

relaxing factor), identificado mais tarde que esse efeito era devido a liberação de óxido 

nítrico (NO). 
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O endotélio consiste numa monocamada de células que constitui a estrutura 

mais interna de todo sistema circulatório, separando o sangue da parede vascular e 

do interstício (Figura 3). As células endoteliais comunicam-se com células do músculo 

liso vascular por meio de junções “gap” mioendoteliais, as quais permitem a 

transferência de íons ou pequenas moléculas (50). 

 

 

Figura 03: Fonte: Adaptada de Servier Medical Art – Powerpoint Image Bank 

(acessado em 25/08/2022). 

As respostas vasodilatadoras dependentes do endotélio envolvem 

predominantemente fatores como NO (51), hiperpolarização derivada do endotélio 

(EDH; (52) e endotelina  (53). Entre os fatores derivados do endotélio, o NO é gerado 

pela NO sintase endotelial (eNOS) a partir de L -arginina e é considerado como a mais 

importante substância moduladora do tônus vascular, devido à sua capacidade de 

regular uma grande variedade de respostas vasodilatadoras que contribuem para a 

homeostase vascular (51). 

 As células endoteliais produzem e liberam outras substâncias vasodilatadoras. 

As funções do endotélio através do NO e de outros mediadores vasodilatadores, é 

modular processos como a angiogênese, respostas inflamatórias, imunológicas, 

homeostase, tônus e permeabilidade vascular, fatores antioxidantes (enzima 

superóxido dismutase), além de atuarem na prevenção de trombose e promoverem a 

manutenção da integridade dos vasos (54). 
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 A reação da L-Arginina e oxigênio molecular leva à produção de NO e citrulina, 

esta reação é catalisada por uma família de enzimas denominada de óxido nítrico 

sintase (NOS; (55). Até o momento foram descritas três isoformas de NOS no qual 

são caracterizadas de acordo com sua expressão em cada tecido especifico: NOS 

neuronal (nNOS ou NOS I; (56) que está presente nos sistemas nervosos central e 

periférico, no qual produz NO que atua como neurotransmissor; NOS induzível (iNOS 

ou NOS II), cuja indução ocorre por ação de citocinas inflamatórias e a NOS endotelial 

(eNOS ou NOS III; (57), expressa de maneira constitutiva predominantemente nas 

células endoteliais. 

Na célula endotelial o NO formado difunde-se rapidamente até as fibras 

musculares lisas onde se combina com o ferro da porção ativa da enzima guanilato 

ciclase solúvel (GCs), que catalisa a saída da sitio de guanosina trifosfato (GTP) em 

guanosina monofosfato cíclica (GMPc), no qual cicla a GMPc e subsequente ativação 

da proteína quinase dependente de GMPc (PKG) nas células do musculo liso (58). 

Essa ativação resulta no relaxamento celular reduzindo os níveis intracelular de ìon 

de cálcio (Ca2+), fosforilando a cadeia leve de miosina e inibindo a contração 

dependente de cálcio. A fosforilação da PKG promove o aumento do sequestro de 

Ca2+ para o retículo endoplasmático, no qual também impulsiona a abertura de canais 

de potássio (K+) e fechamento de canais de cálcio do tipo-L, proporcionando o 

relaxamento vascular (59). 

 

1.5 Endotélio Vascular, fator contraturante derivado do endotélio 

 

A primeira evidência que apoia a hipótese de que o endotélio pode liberar um 

vasoconstritor veio de experimentos em artérias coronárias caninas isoladas, nos 

quais um experimento em hipóxia ou anoxia produziu contrações dependentes do 

endotélio (60). Foi demostrado que as contrações dependentes do endotélio também 

através da modulação da pressão arterial e estimulação elétrica (61) em artérias 

cerebrais de gatos. A liberação basal de fator contraturante derivado do endotélio 

(EDCF), no inglês “endothelium derived contracting fator” foi relatada em cultura de 

células endoteliais bovinas, demostrando assim sua origem biológica (62). 
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As contrações dependentes do endotélio induzidas por ácido araquidônico 

(63,64) são prevenidas pelos inibidores de ciclooxigenase (bloqueadores da síntese 

de prostaglandinas) tais como indometacina, meclofenamato e ácido acetilsalicílico, 

inibidor da tromboxano sintetase dazoxibeno (63) indicando que o EDCF 

possivelmente seja um prostanóide. Porém as respostas contráteis dependentes do 

endotélio à anóxia ou hipóxia não são inibidas por inibidores da ciclooxigenase, 

propondo que a resposta contrátil por ‘hipóxia’ não é afetada por inibidores de 

lipoxigenase, fosfolipase A2, e antagonistas adrenérgicos, receptores 

serotoninérgicos e histaminérgicos  (65). Os efeitos vasoconstritores produzido por 

incubação de células endoteliais aorta bovinos não foram afetadas pelos inibidores 

acima mencionados, porém foram inibidas por tripsina e por hidrólise alcalina ou ácida, 

sugerindo que o EDCF possa ter uma estrutura peptídica (62).  

A endotelina (ET) é um peptídeo liberado do endotélio, possuindo na sua 

estrutura 21 aminoácidos, e apresentando um potente efeito vasoconstritor (66). No 

estudo de De Nucci et al., (1988(53) foi demostrado que é removida pela circulação 

pulmonar do rato in vitro e in vivo e pelo pulmão da cobaia in vitro. A endotelina 

também causa de prostaciclina (PGI2) e tromboxano (TXA2) e de óxido nítrico. Existem 

três genes de endotelina no genoma humano sendo ET-1, ET-2 e ET-3 (67). ET-1 foi 

a primeira a ser identificado/detectado por Yanagisawa et al. (1988) (66) em cultura 

de células endoteliais aórticas porcinas. O ET-2 é a sequência Leuh-Met7 de ET-1 é 

substituída por Trph-Leu7. ET-3 é a forma originalmente encontrado no genoma do 

rato, no qual os resíduos ET-1 Ser2-Ser4-Ser5-Leuh-Met7-Phei4 foram substituídos por 

Thr2-Phe4-Thr5-Tyrh-Lys7-Tyrl4 (68).  

Um novo mediador liberado do endotélio temos as catecolaminas que 

curiosamente,  foi identificada por imuno-histoquímicas presença da  enzima tirosina 

hidroxilase, responsável por catalisar a conversão de L-tirosina em L-DOPA, em vasos 

de cobras “Crotalus durissus terrificus e Bothrops jararaca” (69)e jabuti “Chelonoidis 

carbonarius” (70) estando presente apenas nas células endoteliais. Como a 

imunohistoquímica não conseguiu identificar terminais nervosos em vasos de 

Chelonoidis carbonarius (70), os resultados indicam uma fonte não neuronal de 

síntese de catecolaminas. Em anéis aórticos de Chelonoidis carbonaria por 

cromatografia líquida acoplada ao espectrômetro de massas em tandem (LC-MS/MS) 

revelou a liberação basal de dopamina, noradrenalina e adrenaline (71). Está bem 
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estabelecido que as células endoteliais modulam a reatividade vascular através da 

liberação de mediadores como prostaciclina (72), óxido nítrico (49) e endotelina (66). 

As catecolaminas modulam o tônus, no entretanto, a produção e a liberação de 

catecolaminas estão associadas à existência de terminais nervosos nos vasos 

(73,74). Neste estudo, foi investigada a natureza do mediador liberado pelo endotélio 

dos vasos do cordão umbilical humano (HUCV) por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massa (LC-MS-MS) e caracterizado farmacologicamente o 

mecanismo das contrações induzidas por EFS em artérias umbilicais humanas (HUA) 

e veias umbilicais humanas (HUV). 
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2 OBJETIVOS 

 
2.1. Objetivo Geral 
Investigar a ação in vitro da dopamina liberada pelo endotélio do cordão umbilical 

humano. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar o papel do endotélio como fonte de catecolaminas na contração induzida por 

EFS em HUCV, na presença e ausência de endotélio íntegro; 

• Caracterizar o mecanismo farmacológico das contrações induzidas por EFS em 

músculo liso vascular de cordão umbilical humano; 

• Quantificar a liberação de catecolaminas por LC-MS/MS; 

• Identificar e localizar enzimas envolvidas na síntese de catecolaminas (tirosina 

hidroxilase, dopamina beta-hidroxilase) em vasos isolados de cordão umbilical 

humano através de ensaios de imuno-histoquímica; 

• Realizar uma investigação morfológica pelo ensaio de hibridização in situ para 

comprovação da imuno-histoquímica. 
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3 MATERIAIS e MÉTODOS 

 

3.1 População e amostra do estudo 

Parturientes maiores de 18 anos, em parto natural ou cesárea realizados na Santa Casa de 

Vinhedo (Vinhedo - SP) e na Maternidade de Campinas (Campinas - SP), foram convidadas 

a participar do estudo. Foram convidados a participar desse estudo mulheres normotensas, 

que não apresentavam pré-eclâmpsia, diabetes mellitus pré-gestacional ou gestacional e 

que não estavam fazendo uso de medicação regular. O consentimento livre e esclarecido 

foi assinado pelas parturientes que concordaram em participar desse estudo. Foi utilizados 

cordões umbilicais de 99 voluntários com idades entre 18 e 47 anos. A investigação seguiu 

os princípios contidos na Declaração de Helsinque, esse estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética e Pesquisa (CEP) do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo - ICB/USP (protocolo n º 3.165.417). 

 

3.2 Protocolo de reatividade vascular em anéis de artéria e veia de cordão umbilical 
humano 

Para a avaliação da reatividade vascular os tecidos de HUA e HUV foram colocados em 

banho de órgãos com 10 mL em solução de Krebs-Henseleit, gaseificada com mistura 

carbogênica (O2:CO2, 95:5%) a uma temperatura mantida de 37 °C. 

Após um período de estabilização de 90 minutos, os anéis foram pré-contraídos com 

serotonina (5-HT; 1 μM) e a integridade do endotélio foi avaliado por incubação com ATP 

(10 μM) na presença e ausência de inibidores da síntese de óxido nítrico, L -NAME (100 

µM). A integridade do músculo liso foi avaliada pelo relaxamento induzido por nitroprussiato 

de sódio (SNP; 10 μM). 

Posteriormente, os anéis HUA e HUV foi submetido a estimulação de campo elétrico 

(EFS) a 60 V por 30 s usando um estimulador da Grass S88 com pulsos de onda quadrada 

de 8-16 Hz, largura de pulso de 0,3 ms e atraso de 0,1 ms. (Astro-Medical, Industrial Park, 

Rhode Island, EUA). Para avaliar e caracterizar o mecanismo de contração do EFS foi 

utilizado tetrodotoxina (TTX; 1 μM), atropina (10 μM e 100 μM), indometacina (10 μM), 

glibenclamida (10 μM) e fentolamina (10 μM e 100 μM). 
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Em um segundo experimento, a EFS foi realizada em vasos sem endotélio. Já em um 

terceiro experimento, o efeito dos antagonistas foi avaliado na presença de L-NAME (100 

μM) para os antagonistas do receptor D1-like da dopamina SCH-23390 (10 μM), receptor D2-

like da dopamina haloperidol (10 μM), antagonista do receptor a1-adrenérgico prazosin (100 

μM), e do antagonista do receptor a2-adrenérgico idazoxan (100 μM).  

Para o ensaio "sanduíche", três tecidos (três artérias ou três veias) foi colocado em um 

banho de órgãos contendo 10 mL de solução de Krebs-Henseleit borbulhando por uma 

mistura produtora de carbono (O2:CO2, 95:5%) a uma temperatura 37°C. Os dois anéis com 

endotélio foram chamados de "tecido doador" (6 mm) e o anel sem endotélio foi chamado 

de "tecido receptor" (3 mm). Os anéis foram mantidos no mesmo banho de órgãos pelo 

mesmo tempo e nas mesmas condições para investigar se fatores liberados pelo tecido 

doador poderiam afetar o tecido receptor durante a EFS. 

Foi também realizado curvas concentração resposta à dopamina (10 nM a 3 mM) 

realizadas em anéis de HUA e HUV com o endotélio preservado na ausência e na presença 

de oxido nítrico L-NAME (100 µM). Para investigar os efeitos dos receptores 

dopaminérgicos foi utilizados os antagonistas do receptor D1-like SCH-23390 (10 µM) e do 

antagonista do receptor D2-like haloperidol (10 µM) nas contrações induzidas por dopamina 

em vasos intactos com endotélio tratados com L-NAME. 

3.3 Análise por LC-MS/MS 

As concentrações de dopamina, noradrenalina e adrenalina na solução de Krebs-

Henseleit foram determinadas por LC-MS/MS. Resumidamente, 100 µL dos padrões 

internos (dopamina-d3, noradrenalina-d6 e adrenalina-d6 a 100 ng/mL) foram adicionados 

à solução de Krebs (2 mL) seguido por 1.5 mL de água deionizada. Após agitação em vórtex 

por 10 seg, 100 mg de Al2O3 foram adicionados e as amostras foram incubadas por 20 min 

em um agitador orbital (Centrífuga 5810/5810 R). Os tubos foram então centrifugados a 

2,000 g por 4 min a 4 °C e o sobrenadante descartado. O resíduo foi lavado 4 vezes com 2 

mL de água deionizada. Após a lavagem final, foram adicionados 200 µL de uma solução 

contendo ácido trifluoroacético 0,1% em ACN/H2O (60/40; v/v). Após agitação em vórtex 

por 40 seg, os tubos Eppendorf foram centrifugados a 2,000 g por 5 min e os sobrenadantes 

transferidos para vials e submetidos à análise por LC-MS/MS (Shimadzu; (75). 
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3.4 Imuno-histoquímica 

Amostras de cordão umbilical humano (n= 5) foram fixadas em formalina tamponada 

10%, incluídas em parafina, e posteriormente cada bloco foi cortado em seções seriadas 

de 4-5 µm de espessura. Foram realizadas coloração H&E e, com relação às amostras 

encaminhadas para imuno-histoquímica ou hibridização in situ de fluorescência (FISH) 

foram utilizadas lâminas silanizadas e carregadas positivamente. 

As amostras de tecido foram primeiramente desparafinizadas e reidratadas em 

álcoois graduados em água destilada e, em seguida, incubadas em peróxido de hidrogênio 

a 3% por 10 min para bloquear a peroxidase endógena. A recuperação antigênica foi feita 

com tampão citrato (10 mM, pH 6,0) a 95 °C por 20 min (em panela de vapor). 

Posteriormente, as lâminas contendo as amostras foram lavadas em PBS. Foi feita a 

incubação das secções com os respectivos anticorpos primários descritos abaixo por 2 

horas, a temperatura ambiente. Os anticorpos primários usados foram os seguintes: (1) 

anti-calretinina humana (mouse monoclonal IgG1, clone: DAK-calret 1, 1:200 in PBS; 

DAKO/Agilent, USA) (2) anti-tirosina hidroxilase (chicken polyclonal IgY, ab76442, 1:1500, 

Abcam, Cambridge, UK) e (3) anti-dopa descarboxilase (mouse monoclonal IgG1; clone: 

CL 2962; ab211535, Abcam, Cambridge, UK). Para detecção de tirosina hidroxilase foram 

usados anticorpos secundários (goat anti-chicken IgY, ab150169, 1:500, Abcam, 

Cambridge, UK) e terciário (rabbit anti-goat IgG, AP106P, 1:250, Sigma/ Merck, Germany) 

(Britto-Júnior et al., 2020). As lâminas foram incubadas com o anticorpo secundário por 1 

hora a temperatura ambiente, lavadas com PBS. E, em seguida, as lâminas foram 

incubadas com anticorpo terciário por 1 hora a temperatura ambiente.  

O sistema de detecção utilizado neste estudo foi o NovoLink™ Max Polymer 

Detection System (catalog code RE7280-k, Leica Biosystems, UK), seguindo o protocolo 

do fabricante.  Foi usado o cromógeno 3,3′ diaminobenzidine (DAB, DAKO). No final, as 

laminas foram desidratadas e contracoradas com hematoxilina de Harris e montadas com 

Entellan (Sigma/Merck). Os controles negativos consistiram na omissão do anticorpo 

primário e incubadas com o diluente (bem como com os anticorpos secundários/terciários, 

quando aplicável, e o sistema de detecção). No ensaio de imuno-histoquímica foi feito um 

controle negativo por seção, para identificar qualquer reação de fundo.  

Todas as laminas imunomarcadas foram analisadas, e as imagens capturadas 

utilizando um microscópio trinocular Eclipse 50i microscope (Nikon) coupled to a 10MP 

CMOS digital camera (AmScope, EUA). A positividade foi avaliada por um médico 
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patologista (AAS), que desconhecia a presença ou ausência de anticorpo primário na 

amostra (o observador não sabia se uma amostra teste ou um controle de omissão estava 

sendo avaliada). As etiquetas das lâminas foram cobertas com um adesivo de oclusão 

removível.  

Com relação à hibridização in situ (FISH), foram selecionados aleatoriamente 5 

amostras dentre 8 cordões umbilicais humanos usados para a realização de imuno-

histoquímica. As amostras foram desparafinizadas com xilol e reidratadas em álcoois 

graduados por 5 min cada. Em seguida, foram incubados em solução de HCl 0,2 N por 20 

min e, posteriormente, tratados com tampão citrato (ZytoVision kit, catalog code Z-2028-20, 

Germany), pH 6,0 a 80 ºC por 1 h. Em seguida, os cortes foram incubados com pepsina por 

8 min em temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas com 2X SSC (ZytoVision kit, 

catalog code Z-2028-20, Germany), desidratadas em uma sequência de etanóis (75%, 80% 

e 100% de etanol por 2 min cada) e, em seguida, secas ao ar. As lâminas foram incubadas 

com 100 µL da sonda de mRNA de TH (na concentração de 100 µM, em água livre de 

RNAse) por 10 min a 75 ºC e overnight em um Hybridizer Dako a 37 ºC. A sequência da 

sonda de mRNA de TH foi a seguinte: 5′- AACCGCGGGGGACATGATGGCCT - 3 ′ (RNA 

Tm = 77,8 °C) (RNA Tm = 77.8°C) (catalog code: VC00021, Sigma/Merck, Germany). As 

sondas foram marcadas com fluoresceína 6-FAM na região 5’.  

No dia seguinte, os cortes foram colocados em solução de UREA/0,1Xssc, a 45°C 

por 30 minutos e, em seguida, lavadas com solução 2xSSC por 2 minutos. Depois, os cortes 

foram desidratados em etanol 75%, 85% e 100% por 2 minutos cada, e secados ao ar. Por 

fim, as lâminas foram montadas com 15 µL de DAPI contendo meio de montagem (kit 

ZytoVision) e lamínula (sendo a lamínula selada com Fixogum Rubber Cement, de Marabu, 

Alemanha). Os controles negativos consistiram na omissão da sonda e foram realizados 

em todos os ensaios FISH (um controle negativo por seção) para controlar qualquer 

autofluorescência significativa. Todas as lâminas de FISH foram examinadas e 

fotomicrografadas usando um microscópio trinocular DM4000 B LED (Leica Microsystems, 

Wetzlar, Alemanha) acoplado a uma câmera de 1,4 MP DFC 310 FX (Leica, Suíça). 
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4 RESULTADOS 

4.1 Artigo 1 – Electrical field stimulation induces endothelium-dependent contraction of 

human umbilical cord vessels. 

Autores: José Britto-Júnior, Felipe Fernandes Jacintho, Guilherme M Figueiredo Murari, 

Rafael Campos, Ronilson Agnaldo Moreno, Edson Antunes, Fabiola Z Mónica, 

Gilberto De Nucci. 

Revista: Life Sciences 

Situação: Aceito a publicação em 31 de dezembro de 2019. Publicado on-line em 07 de 

janeiro de 2020 
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4.2 Artigo 2 – Endothelium-derived dopamine modulates EFS-induced contractions 
of human umbilical vessels  
Autores: José Britto-Júnior, David H A Pinheiro, Alberto F O Justo, Guilherme M 

Figueiredo Murari, Rafael Campos, Fernanda V Mariano, Valéria B de 

Souza, André A Schenka, Fabiola Z Mónica, Edson Antunes, Gilberto De 

Nucci 

Revista: Pharmacology Research & Perspectives 

Situação: Aceito a publicação em 06 de maio de 2020. Publicado on-line em 22 de 

junho de 2020 
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5 DISCUSSÃO 

 
 Os vasos do cordão umbilical humano (HUCV) são capazes de contrair através 

de estimulação de campo elétrico (EFS) que são moduladas pela presença do 

endotélio. Nossos resultados mostram claramente que HUCV apresenta uma 

liberação basal de dopamina liberada pelo endotélio. Também identificado por imuno-

histoquímica que a enzima responsável pela conversão da tirosina em L-dihidroxi-

fenilalanina (L-DOPA) tirosina hidroxilase (76) e a enzima pela conversão de L-DOPA 

em dopamina dopa-descarboxilase (77), estão presente nas células endoteliais dos 

HUCV.  O RNA mensageiro da tirosina hidroxilase foi identificado por hibridização in 

situ de fluorescência em no endotélio de ambos os vasos do cordão umbilical. 

 De fato, o endotélio desempenha um papel importante na liberação de 

dopamina a ausência de tecido neuronal nos vasos de HUC indicado pela ausência 

do marcado calretinina nesses locais sustenta a hipótese que a dopamina e liberada 

de tecidos não neuronais no HUCV e sim pelos próprios vasos. 

 A dopamina (DA) possui o seu próprio sitio de receptores seletivos, 

pertencendo à família de receptores acoplados à proteína G, foram descritos cincos 

receptores de DA (DRs) sendo duas grandes famílias: os subtipos D1-Like (D1R e D5R), 

acoplados a Gs, atua ativando a adenil ciclase (25), e os D2-Like (D2R, D3R e D4R), 

atua inibindo a adenil ciclase(26). Os receptores dopaminérgicos no leito vascular 

foram identificados por ligação radioligante-receptor e técnicas autorradiográficas. Os 

receptores de dopamina-1 (D1; (78)foram identificados em HUA e dopamina-2 (D1) 

foram identificados em musculatura lisa das artérias cerebrais, mesentéricas e renais 

de ratos(25) também foi identificado por imuno-histoquímica identificou os subtipos 

D2 e D4 no leito vascular cerebral e mesentérico e os receptores D2 e D3 na 

vasculatura renal, com o subtipo D5 residindo predominantemente como receptor de 

músculo liso nos leitos vasculares de ratos. 

 A inibição causada pelo antagonista de receptores D2Like Haloperidol nas 

contrações induzidas por EFS em HUCVs mostra a importante valor do endotélio na 

liberação de dopamina na modulação da contração no leito vascular do cordão 

umbilical. 
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 O antagonista a1-adrenorecptor prazosin (75) e o antagonista a2-adrenorecptor 

idazoxan (76) não tiveram ação nas contrações induzidas por EFS em HUA e HUV. 

Confirmando que a dopamina e o mediador principal liberado pelo endotélio 

responsável pelo fenômeno. A inibição causada pela fentolamina em concentrações 

maiores possivelmente esta relacionada ao fato que a fentolamina atua em receptores 

dopaminérgicos do tipo D2like no qual foi demostrado que (> 2 µM) desloca a ligação 

do 3H-haloperidol aos receptores de dopamina nas membranas do cérebro de 

bezerros (77). 

 Para finalizar vem a seguinte pergunta qual é o papel fisiológico da dopamina 

endotelial liberados dos vasos do cordão umbilical? Sabemos que embora o papel do 

débito cardíaco seja definido pelo resultado da frequência cardíaca pelo volume 

sistólico (78) e que se sabe que a função de bombeamento do coração tem papel 

permissivo na determinação do débito cardíaco. Em estudos demostram que 

indivíduos que passaram por foram estimulados eletricamente não foram afetados a 

amplitude da frequência cárdia (79). As características da circulação periférica, como 

capacitância e condutância/resistência, desempenham um papel importante na 

determinação do débito cardíaco. A maioria das deduções no papel da modulação 

simpática da circulação foi obtida pelo uso de agonistas ou antagonistas 

adrenérgicos, supondo-se que esses mediadores sejam provenientes de terminais 

nervosos. A descoberta de que o tecido vascular humano tem liberação basal de 

dopamina deve mudar esse paradigma. 

 

 
  



 

 

51 

6 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, uma liberação basal da 

dopamina proveniente do cordão umbilical humano. 

A presença das enzimas tirosina-hidroxilase e dopa-descarboxilase foi 

detectada no endotélio de HUA e HUV, conforme determinado por imuno-

histoquímica. Além disso, a dopamina induziu a contração de HUA apenas na 

presença de L-NAME aumentando fortemente a contração induzida pela dopamina 

de HUA e HUV. 

 As contrações de HUA e HUV induzidas por EFS foram aumentadas por L-

NAME e inibidas pelo haloperidol, antagonista do receptor semelhante a D2. 

 Os antagonistas α-adrenérgicos prazosin e idazoxan e o antagonista do 

receptor D1-like SCH - 23390 não tiveram efeito nas contrações induzidas por EFS de 

HUA e HUV. A dopamina derivada do endotélio é o principal modulador da reatividade 

do HUCV in vitro. 
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7 ANEXOS e APÊNDICES 

 
Anexo 1 
 
Artigo 3 – Endothelium modulates electrical field stimulation-induced contractions of 
Chelonoidis carbonaria aortic rings  
  
Autores: Campos R, Jacintho FF, Britto-Júnior J, Mónica FZ, Justo AFO, Pupo AS, 

Moreno RA, de Souza VB, Schenka AA, Antunes E, De Nucci G. 
Revista: Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & 

Pharmacology 

Situação: Aceito a publicação em 08 de março de 2020. Publicado on-line em 04 de 
abril de 2020 
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Anexo 2 
 
Artigo 4 – Determination of dopamine, noradrenaline, and adrenaline in Krebs-
Henseleit solution by liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 
and measurement of their basal release from Chelonoidis carbonaria aortae in vitro 
  
Autores: Britto-Júnior J, Antunes NJ, Campos R, Sucupira M, Mendes GD, Fernandes 

F, Moraes MO, Moraes MEA, De Nucci G. 
Revista: Biomedical Chromatography 

Situação: Aceito a publicação em 22 de abril de 2020. Publicado on-line em 14 de 
agosto de 2020 
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Anexo 3 
 
 
Artigo 5 – The basal release of endothelium-derived catecholamines regulates the 
contractions of Chelonoidis carbonaria aorta caused by electrical-field stimulation 
  
Autores: Britto-Júnior J, Fernandes Jacintho F, Campos R, Pinheiro DHA, Figueiredo 

Murari GM, de Souza VB, Schenka AA, Mónica FZ, Moreno RA, Antunes 
E, De Nucci G. 

 
Revista: Biology Open 

Situação: Aceito a publicação em 17 de novembro de 2020. Publicado on-line em 20 
de janeiro de 2021 
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Anexo 4 
 
Artigo 6 – 6-Nitrodopamine is released by human umbilical cord vessels and 
modulates vascular reactivity 
  
Autores: Britto-Júnior J, Coelho-Silva WC, Murari GF, Serpellone Nash CE, Mónica 

FZ, Antunes E, De Nucci G. 
 
Revista: Life Sciences 

Situação: Aceito a publicação em 16 de fevereiro de 2021. Publicado on-line em 10 
de março de 2021 
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Anexo 5 
 
Artigo 7 – Quantification of 6-nitrodopamine in Krebs-Henseleit's solution by LC-
MS/MS for the assessment of its basal release from Chelonoidis carbonaria aortae in 
vitro. 
  
Autores: Campos R, Pinheiro DHA, Britto-Júnior J, Castro HA, Mendes GD, Moraes 

MO, Moraes MEA, Lopes-Martins RÁB, Antunes NJ, De Nucci G. 
 
Revista: Journal of Chromatography B 

Situação: Aceito a publicação em 24 de setembro de 2020. Publicado on-line em 22 
de março de 2021 
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Anexo 6 
 
Artigo 8 – 6-Nitrodopamine is an endogenous mediator of rat isolated epididymal vas 
deferens contractions induced by electric-field stimulation.   
 
Autores: Britto-Júnior J, Ximenes L, Ribeiro A, Fregonesi A, Campos R, Ricardo de 

Almeida Kiguti L, Mónica FZ, Antunes E, De Nucci G. 
Revista: Journal of Chromatography B 

Situação: Aceito a publicação em 29 de setembro de 2021. Publicado on-line em 01 
de setembro de 2021 
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Anexo 7 
 
Artigo 9 – Alpha1-adrenergic antagonists block 6-nitrodopamine contractions on the 
rat isolated epididymal vas deferens.   
 
Autores: Britto-Júnior J, Ribeiro A, Ximenes L, Lima AT, Jacintho FF, Fregonesi A, 

Mónica FZ, Antunes E, De Nucci G 
Revista: European Journal of Pharmacology 

Situação: Aceito a publicação em 20 de dezembro de 2021. Publicado on-line em 22 
de dezembro de 2021 
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Anexo 8 
 
Artigo 10 – β1 and β1/2 -adrenergic receptor antagonist block 6-nitrodopamine-
induced contractions of the rat isolated epididymal vas deferens 
 
Autores: Britto-Júnior J, Ribeiro A, Ximenes L, Lima AT, Jacintho FF, Fregonesi A, 

Mónica FZ, Antunes E, De Nucci G 
Revista: Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 

Situação: Aceito a publicação em 29 de junho de 2022. Publicado on-line em 08 de 
julho de 2022 
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Anexo 9 
 
 
Artigo 11 – 6-Nitrodopamine is an endogenous selective dopamine receptor 
antagonist in Chelonoidis carbonaria aorta. 
 
Autores: Britto-Júnior J, Campos R, Peixoto M, Lima AT, Jacintho FF, Mónica FZ, 
Moreno RA, Antunes E, De Nucci G. 
 
Revista: Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 
 
Situação: Aceito a publicação em 06 de junho de 2022. Publicado on-line em 03 de 

julho de 2022 
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Anexo 10 
 
 
Artigo 12 – 6-nitrodopamine is a major endogenous modulator of human vas deferens 
contractility. 
 
Autores: Britto-Júnior J, da Silva-Filho WP, Amorim AC, Campos R, Moraes MO, 
Moraes MEA, Fregonesi A, Monica FZ, Antunes E, De Nucci G 
 
Revista: Andrology 
 
Situação: Aceito a publicação em 30 de julho de 2022. Publicado on-line em 04 de 

agosto de 2022 
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Anexo 11 
 
 
Artigo 13 – 6-NitroDopamine is an endogenous modulator of rat heart chronotropism. 
 
Autores: Britto-Júnior J, de Oliveira MG, Dos Reis Gati C, Campos R, Moraes MO, 
Moraes MEA, Mónica FZ, Antunes E, De Nucci G. 
 
Revista: Life Sciences 
 
Situação: Aceito a publicação em 08 de agosto. Publicado on-line em 10 de agosto 

de 2022 
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Anexo 12 
 
 
Artigo 14 – Release of 6-nitrodopamine modulates vascular reactivity of Pantherophis 
guttatus aortic rings. 
 
Autores Lima AT, Dos Santos EX, Britto-Júnior J, de Souza VB, Schenka AA, Campos 
R, Moraes MO, Moraes MEA, Antunes E, De Nucci G. 
 
Revista: Comparative Biochemistry and Physiology, Part C 
 
Situação: Aceito a publicação em 08 de agosto. Publicado on-line em 10 de agosto 

de 2022 
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Anexo 13 
 
Entrevista: First person – José Britto-Júnior  
Revista: Biology Open 
Data da publicação 20 janeiro 2021 
Na coleção: BiO: First Person interviews 
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Anexo 14 - PARECER DO COMITE DE ÉTICA 
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