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RESUMO

O endotélio é um órgão capaz de regular o tônus vascular através da liberação de agentes
relaxantes tais como óxido nítrico e prostaciclina, ou contráteis, como endotelinas e
angiotensina. O conceito fisiológico atual propõe que tal regulação também pode ocorrer
através da liberação de catecolaminas de origem exclusivamente neural, mas os tecidos
isolados de répteis com endotélio constituem uma fonte de catecolaminas, visto que a
contração da aorta induzida por estimulação por campo elétrico é abolida por antagonistas
adrenérgicos e pela remoção do endotélio. Imunohistoquímica identificou a presença da enzima
tirosina hidroxilase no endotélio de tecido humano, serpentes e em Chelonoidis carbonaria.
Este estudo teve por objetivo identificar o(s) mediador(es) responsável(eis) pelas contrações
induzidas por estímulo de campo elétrico (EFS) dos anéis aórticos de Chelonoidis carbonária e
compreender a sua função fisiológica. Os anéis aórticos foram montados em banho de órgãos
isolados com solução de Krebs-Henseleit oxigenada e aquecida. As contrações foram
avaliadas na presença e ausência de L-NAME, tetrodotoxina, fentolamina, fenoxibenzamina,
prazosina, idazoxan, atropina, D-tubocurarina ou indometacina. A contração induzida por EFS
também foi realizada em anéis sem endotélio. A contração induzida por EFS foi investigada
pelo ensaio sanduíche. A EFS em 16 Hz contraiu a aorta de Chelonoidis, que foi quase abolida
pela remoção do endotélio. A adição de L-NAME aumentou a resposta do EFS. Nos anéis
aórticos tratados com L-NAME, a tetrodotoxina não alterou a resposta EFS. A indometacina,
prazosina, idazoxan atropina e d-tubucurarina também não afetaram a resposta do EFS. A
fentolamina a 10 μM não alterou a contração induzida por EFS, porém, a 100 μM reduziu. A
fenoxibenzamina a 1 μM reduziu em 76% e a 10 μM em 90% a resposta EFS. A
imunohistoquímica identificou tirosina hidroxilase no endotélio e no cérebro, enquanto a 58
proteína S100 foi encontrada apenas no cérebro. As concentrações de dopamina,
noradrenalina e adrenalina foram analisadas por cromatografia líquida acoplada à
espectrometria de massas tandem. As contrações causadas pela dopamina e EFS foram feitas
na ausência e presença do inibidor da síntese de óxido nítrico (NO) L-NAME, do inibidor da
guanilil ciclase sensível ao NO ODQ, do antagonista do receptor tipo D1 SCH-23390, do
receptor tipo D2 antagonistas risperidona, quetiapina, haloperidol e os inibidores da tirosina
hidroxilase salsolinol e 3-iodo-L-tirosina. Concentrações basais de dopamina, noradrenalina e
adrenalina foram detectadas na solução de Krebs contendo os anéis aórticos. As
concentrações de catecolaminas foram significativamente reduzidas em anéis aórticos sem
endotélio. L-NAME e ODQ potencializaram significativamente as contrações induzidas pela
dopamina. Os antagonistas do receptor do tipo D2 inibiram as contrações induzidas por EFS
dos anéis aórticos tratados com L-NAME, enquanto o SCH 23390 não teve efeito. Resultados
semelhantes foram observados nas contrações induzidas pela dopamina em anéis aórticos
tratados com L-NAME. Estes resultados indicam que as catecolaminas, liberadas pelo
endotélio regulam as contrações induzidas por EFS. Isto pode constituir um mecanismo
adequado pelo qual os répteis modulam a distribuição do fluxo sanguíneo em órgãos
específicos.

Palavras-chave: 6-nitrodopamina, catecolaminas, endotélio, sistema cardiovascular.
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ABSTRACT

The endothelium is an organ capable of regulating vascular tone through the release of relaxing
agents such as nitric oxide and prostacyclin, or contractile agents, such as endothelins and
angiotensin. The current physiological concept proposes that such regulation can also occur
through the release of catecholamines of exclusively neural origin, but isolated tissues of
reptiles with endothelium constitute a source of catecholamines, since aortic contraction
induced by electric field stimulation is abolished by adrenergic antagonists and by removing the
endothelium. Immunohistochemistry identified the presence of the enzyme tyrosine hydroxylase
in the endothelium of human tissue, snakes and Chelonoidis carbonaria. This study aimed to
identify the mediator(s) responsible for the contractions induced by electric field stimulation
(EFS) of the aortic rings of Chelonoidis carbonaria and understand their physiological function.
The aortic rings were mounted in an isolated organ bath with oxygenated and heated
Krebs-Henseleit solution. Contractions were assessed in the presence and absence of L-NAME,
tetrodotoxin, phentolamine, phenoxybenzamine, Prazosin, idazoxan, atropine, D-tubocurarine,
or indomethacin. EFS-induced contraction was also performed in rings lacking endothelium.
EFS-induced contraction was investigated by sandwich assay. EFS at 16 Hz contracted
Chelonoidis's aorta, which was nearly abolished by removal of the endothelium. The addition of
L-NAME increased the EFS response. In aortic rings treated with L-NAME, tetrodotoxin did not
alter the EFS response. Indomethacin, Prazosin, idazoxan atropine and d-tubucurarine also did
not affect the EFS response. Phentolamine at 10 μM did not alter the contraction induced by
EFS, however, at 100 μM it reduced it. Phenoxybenzamine at 1 μM reduced the EFS response
by 76% and at 10 μM by 90%. Immunohistochemistry identified tyrosine hydroxylase in the
endothelium and brain, while the S100 protein was found only in the brain. The concentrations
of dopamine, norepinephrine and adrenaline were analyzed by liquid chromatography coupled
to tandem mass spectrometry. The contractions caused by dopamine and EFS were performed
in the absence and presence of the nitric oxide (NO) synthesis inhibitor L-NAME, the
NO-sensitive guanylyl cyclase inhibitor ODQ, the D1-type receptor antagonist SCH-23390, the
D1-type receptor antagonist D2 antagonists risperidone, quetiapine, haloperidol and the tyrosine
hydroxylase inhibitors salsolinol and 3-iodo-L-tyrosine. Basal concentrations of dopamine,
norepinephrine and adrenaline were detected in Krebs solution containing the aortic rings.
Catecholamine concentrations were significantly reduced in aortic rings without endothelium.
L-NAME and ODQ significantly potentiated dopamine-induced contractions. D2-like receptor
antagonists inhibited EFS-induced contractions of L-NAME-treated aortic rings, whereas SCH
23390 had no effect. Similar results were observed in dopamine-induced contractions in aortic
rings treated with L-NAME. These results indicate that catecholamines released by the
endothelium regulate EFS-induced contractions. This may constitute a suitable mechanism by
which reptiles modulate the distribution of blood flow in specific organs.

Keywords: 6-nitrodopamine, catecholamines, endothelium, cardiovascular system.
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1. INTRODUÇÃO
1.1. CATECOLAMINAS

As catecolaminas, conhecidas pela adrenalina, noradrenalina e dopamina, são um
grupo de compostos orgânicos que possuem em sua estrutura o grupo catecol
(3,4-diidroxibenzeno) conectado a um grupo amina por uma ponte etil. Essas
substâncias são essenciais para a neurotransmissão no Sistema Nervoso Central
(SNC), assim como participam de processos endócrinos no qual integra o sistema
nervoso simpático e a medula supra-renal, formada por uma unidade anatômica e
fisiológica, conhecida como sistema simpático-adrenal1,2.

A primeira etapa da síntese das catecolaminas ocorre a partir da catálise da enzima
tirosina hidroxilase que converte o aminoácido tirosina em L-DOPA
(I-3,4-diidroxifenilalanina) por oxidação da posição 3 do anel de benzeno1,3. É
importante ressaltar que a tirosina pode ser encontrada no corpo por uma fonte
exógena, como dieta de peixes, ovos, abacate, carnes e cereais, conhecida também
por aminoácido não essencial, ou endógena, através da sua síntese no fígado. A
L-DOPA é transformada em dopamina pela enzima DOPA descarboxilase (ou
aminoácido aromático descarboxilasa; AADC). É possível encontrá-la no encéfalo, e
mais especificamente, nos núcleos dopaminérgicos. A AADC cliva o grupo carboxila do
carbono α da cadeia lateral de etilamina, liberando dióxido de carbono, processo no
qual requer o cofator fosfato de piridoxal1,3.

Figura 1 - Síntese das catecolaminas. Fonte: Guilherme Murari - grupo Prof. Dr. Gilberto De Nucci 2019
(adaptado).
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A transformação de dopamina em noradrenalina, ou hidroxilação da dopamina, é feita
pela enzima Dopamina-β-hidroxilase. Essa enzima requer oxigênio molecular, usa
ácido ascórbico como cofator e está relacionado geneticamente e estruturalmente com
a tirosina hidroxilase4,5.

Compreende-se que a dopamina é o precursor metabólico da noradrenalina e é um
transmissor, ou neuromodulador, no sistema nervoso central. 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 (o qual é secretado pela medula supra-renal) pela
feniletanolamina N-metiltransferase1.

Na neurotransmissão química, grande parte da noradrenalina liberada pelo neurônio é
capturada e reacondicionada dentro de vesículas para nova utilização, enquanto uma
pequena porção é capturada por células gliais. Como ilustrado na Figura 2, a captura
neural é feita pela família das proteínas transportadoras de neurotransmissores
específicas - NET (transportador de norepinefrina, do inglês norepinephrine
transporter). Tais transportadores também atuam como cotransportadores 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 do inglês extraneural monoamine transporter)3.

Figura 2 - Síntese das catecolaminas e seus transportadores. Fonte: Lordfred 2018.
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A metabolização das catecolaminas ocorre pela ação das enzimas monoamino-oxidase
(MAO-A e MAO-B) e catecol-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 pela
enzima aldeído desidrogenase ao ácido carboxílico correspondente. A COMT envolve a
metilação de um dos grupos hidroxila do catecol, que irá produzir um derivado metoxi.
Diferente da MAO, a COMT está presente na medula da suprarrenal e em outras
células e tecidos. 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 é convertido em ácido vanilmandélico - VMA6, 7, 8.

As catecolaminas atuam sobre receptores adrenérgicos α1 e 2, e β1, 2 e 39, tendo
respostas diferentes para cada receptor e tecido2, 10, 11. Os efeitos fisiológicos das
catecolaminas são mediados por receptores acoplados à proteína G (GPCR), que
controlam a sinalização do efetor, ou seja, o segundo mensageiro2.

As catecolaminas também são desenvolvidas e utilizadas pelas células do sistema
imunológico. Os macrófagos são responsáveis pela sua produção e então as
catecolaminas atuam como mensageiros químicos (autócrino) nos receptores
adrenérgicos que irão regular a produção de interleucina 1 pelos macrófagos12.

1.2. ENDOTÉLIO E O PAPEL CARDIOVASCULAR DAS CATECOLAMINAS

O endotélio, ou conjunto de células endoteliais, é parte integrante da túnica íntima –
camada mais interna dos vasos sanguíneos - de maneira que percorre todo o aparelho
vascular, todos os órgãos e tecidos do corpo. Assim, o endotélio funciona como um
órgão e entre suas atribuições fisiológicas está a capacidade de regular o tônus
vascular através da liberação de agentes vasoativos que controlam a contratilidade e
proliferação das células musculares lisas de vasos sanguíneos que possuem túnica
média12, 13.

Histologicamente, o endotélio é um tecido epitelial simples pavimentoso que constitui a
estrutura mais interna de todo sistema circulatório (no coração adquire o nome
endocárdio), ou seja, sua túnica íntima separa o sangue da túnica média vascular e do
interstício14, como mostra a Figura 3. Células endoteliais comunicam-se com células do
músculo liso vascular por meio de junções “gap” (do inglês, gap junctions)
mioendoteliais que permitem a distribuição do potencial elétrico, assim como a
transferência de íons ou pequenas moléculas15.
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Figura 3 - corte histológico de um vaso sanguíneo. Lumen: lúmen do vaso; smooth muscle: musculatura lisa;
endothelium: endotélio; collagen: colágeno; nerve: nervo. Fonte: Southern Illinois University 2022.

O endotélio possui três características morfológicas de acordo com a sua localização
(Figura 4): contínuo, fenestrado e sinusoidal16, 17. O endotélio contínuo é encontrado no
cérebro, pele, pulmão, coração e músculo. No sistema nervoso central (SNC) o
endotélio repousa sobre a membrana basal e uma camada permeável de células
periendoteliais, também camadas de pericitos (células mesenquimais
indiferenciadas)18, que serve como barreira, suporte e possibilita troca de íons. A
morfologia do endotélio também possui importância para a distribuição dos fármacos19.
O endotélio fenestrado é encontrado nos tecidos das glândulas endócrinas, trato
gastrointestinal, rins e túbulos renais, facilitando a filtração e a transferência de
hormônios e outras moléculas para a corrente sanguínea20. O fígado possui um
endotélio sinusoidal, tem papel importante na função metabólica e de eliminação, além
de estar envolvida na endocitose e metabolismo de macromoléculas como
glicoproteínas, lipoproteínas e componentes de matrizes extracelulares21.
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Figura 4 - Diferenças morfológicas do endotélio e as suas localizações. Continuous: contínuo; fenestrated:
fenestrado; e discontinuous: sinusoidal. Fonte: Gupta, Dhanu & Wiklander, Oscar & Wood, Matthew & Andaloussi,
Samir. (2023)

Além disso, o endotélio é fonte de mediadores como endotelina22, 23, prostanóides24,
óxido nítrico25 e fatores hiperpolarizantes derivado de endotélio (Edhfs)26.

A Figura 5 ilustra a comparação entre o sistema circulatório répteis com o dos
mamíferos. Os répteis possuem duas saídas de sangue, mas o sangue é apenas
oxigenado pelos pulmões. O coração possui três câmaras e os ventrículos possuem
uma separação parcial, fazendo com o que ocorra uma mistura de sangue com e sem
oxigênio. Os mamíferos possuem em seu coração quatro câmaras que separa
completamente o sangue oxigenado do sangue sem oxigênio. O sangue oxigenado é
bombeado apenas para os órgãos e o sangue desoxigenado é bombeado para os
pulmões27.
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Figura 5 - Anatomia comparativa do sistema circulatório de (c) répteis e (d) mamíferos. Fonte: Boudless.
Boundless biology. In: Overview of the Circulatory System - Types of Circulatory Systems in Animals. 2013.

A primeira demonstração da importância do endotélio na regulação do tônus vascular
foi pela análise da relação entre acetilcolina (ACh) e a vasodilatação na aorta isolada
de um coelho. Observaram que em alguns protocolos, a ACh produziu vasodilatação e
em outros, houve vasoconstrição. Após a condução do protocolo, concluiu-se que a
vasodilatação ocorreu em vasos com endotélio intacto e vasoconstrição em vasos com
endotélio comprometido28.

Assim, esse fenômeno foi atribuído à presença do “fator relaxante derivado do
endotélio” (do inglês, EDRF ou endothelium-derived-relaxing-factor), mas que depois foi
demonstrado que tal fator se tratava do óxido nítrico (NO). Isso se deu através de
ensaios farmacológicos que empregavam bloqueadores competitivos da enzima eNOS,
isto é, substâncias que competiam pelo sítio de ligação da L-arginina na eNOS, para
abolir a vasodilatação induzida por ACh. Entre as substâncias empregadas estão:
N-monometil L-arginina (L-NMMA), NG-nitro-L-arginina (L-NNA), N-nitro-L-arginina
metil-éster (L-NAME). Após a ligação desses compostos à eNOS o NO deixava de ser
produzido e não mais proporcionava vasodilatação29, 30.
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Figura 6 - Esquema do endotélio na contração e relaxamento. Fonte: Dias, 2007.

As prostaglandinas (PG), da classe dos prostanóides, são responsáveis pela regulação
do sistema imune, febre e dor associados à inflamção, homeostase e pressão arterial.
São produzidas nas células por estímulo externo e se ligam os seus respectivos
receptores, divididos em receptores PG-E, PG-D, PG-F, PG-I, e TXA (tramboxano A). O
TXA2, considerado um dos mais importantes prostanoides, é um mediador lipídico e
tem como mecanismo de ação a vasoconstrição, ativação de agregação plaquetária e
modula a resposta das células endoteliais31.

No grupo das endotelinas, a endotelina 1 (ET-1) é o vasopressor mais potente e está
associada às alterações vasculares, como a hipertensão, disfunção renal aguda e
angina pectoris. Em termos de potência a ET-1 in vitro induz a contração do vaso na
mesma proporção que eleva a pressão arterial in vivo e possui ação direta no
endotélio, uma vez que a sua produção ocorre neste mesmo tecido, exceto para o tipo
2 e tipo 3. A partir da sua produção e liberação, a endotelina atua em receptores
específicos das células musculares lisas vasculares e ativa canais de cálcio
dependentes de voltagem através das proteínas Gi, aumentando o influxo de cálcio
extracelular e consequentemente ocorrendo a vasoconstrição32.

Os fatores hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) diferem por espécie e leito
vascular, mas agem aumentando a condutância do potássio (K+), resultando na
subsequente propagação da despolarização das células musculares lisas vasculares e
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no relaxamento, uma vez que o vaso continua relaxando após a exclusão do NO e
endotelina 1. EDHFs tendem a deixar os canais de K+ abertos, localizados na
musculatura lisa, e dessa forma permite o efluxo de K+, resultando em hiperpolarização
da membrana. Entende-se então que EDHF atua como relaxamento dependente do
endotélio induzido por agonista que não é bloqueado por inibidores da NO sintase ou
da ciclooxigenase, mas pode ser inibido, pelo menos em parte, por bloqueadores dos
canais de K+33.

Além do sistema vascular periférico, as câmaras cardíacas do coração também
possuem células endoteliais chamadas de endocárdio (histologicamente analisada por
Nagayo em 190934)35 que modulam a contratilidade do coração como o aumento de
sensibilidade de canais de cálcio voltagem-dependente através da liberação de
mediadores endoteliais e na presença de catecolaminas36.

No ponto de vista clínico de encontro com o sistema cardiovascular e o endotélio,
condições de hipóxia e hipertensão arterial estão relacionadas à maior vasoconstrição,
pois são caracterizadas por modificações estruturais em vasos. Estudos in vitro
mostraram que as células endoteliais nessas condições expressaram, em maior
quantidade, todas as enzimas para síntese de catecolaminas e contribuíram para a
vasoconstrição induzida pelo endotélio37, 12. A isquemia aumenta a concentração
plasmática de noradrenalina, contribuindo para a arteriogênese e angiogênese em
quadros como a isquemia dos membros posteriores e para a angiogênese no processo
de cicatrização de feridas. Sorriento et al. 201538 demonstrou a capacidade das células
endoleiais em sintetizar e liberar catecolaminas em resposta à hipóxia (in vitro) e à
isquemia (in vivo) e o envolvimento deste fenômeno na regulação da angiogênese.

1.3. A DESCOBERTA DAS CATECOLAMINAS ENDOTELIAIS

O interesse pelas catecolaminas de origem endotelial iniciou-se através da informação
de que a cópula de serpentes pode durar até 24 horas e esse mecanismo via sistema
nervoso autônomo pode não ter uma relação exata, principalmente porque o sistema
nervoso autônomo é conhecido como “luta e fuga”. Desse modo, a ereção peniana
precisa de algum mecanismo que faz com que o pênis fique em estado ereto por um
período de tempo prolongado e constante e a relação de que o endotélio da
musculatura lisa cavernosa faz sentido. A ereção peniana é um evento neurovascular
dependente do relaxamento da musculatura lisa cavernosa e da elevação do fluxo
sanguíneo local39,40. A contração dos músculos cavernosos em mamíferos ocorre pelo
estado de detumescência, o qual é o principal mecanismo fisiológico, em resultado da
liberação das catecolaminas através das terminações nervosas adrenérgicas. O óxido
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nítrico (NO) é o principal componente responsável por iniciar e manter o estado
tumescente, promovendo o relaxamento da musculatura lisa cavernosa41, 42, 43, 44.

Canais de sódio dependentes de voltagem (CDVS) são importantes canais iônicos
envolvidos na despolarização nervosa45. O tratamento com tetrodotoxina (TTX;
bloqueador dos canais de sódio dependentes da voltagem) ou outros inibidores de
CDVS abole o relaxamento nitrérgico induzido pela estimulação de campo elétrico
(EFS; técnica que aplica o estímulo uniformemente a um tecido isolado em um
pequeno pulso de ondas curtas, frequentemente utilizado em ensaios farmacológicos
para a estimulação de nervos intramurais46, 47, 48 em preparações de corpos cavernosos
de coelhos, macacos e humanos49, 50, 51. No corpo cavernoso de Crotalus durissus
terrificus (cascavel), o relaxamento induzido por EFS não é afetado pelo TTX52,
indicando a possível presença de um canal de sódio insensível ao TTX44.

Foi encontrado a enzima tirosina hidroxilase no corpo cavernoso de Crotalus durissus
terrificus e Bothrops jararaca (jararaca) e as contrações induzidas por EFS nesse
tecido era insensível à tetrodotoxina. A contração da aorta da cascavel induzida pelo
EFS era inibida por antagonistas α-adrenérgicos (fentolamina e guanitidina) e através
da remoção do endotélio, indicando pela primeira vez um potencial fisiológico das
catecolaminas endoteliais52.

A Figura 7 abaixo ilustra a presença de tirosina hidroxilase em tecido endotelial em
aorta de Crotalus durissus terrificus (A) e Bothrops jararaca (B). Não se observa
proteína S100 (um marcador de tecido neural), indicando ausência de fibras nervosas
na parede da aorta de Crotalus durissus terrificus (C) e Bothrops jararaca (D)52.

Figura 7 - Fotomicrografia representativa ilustrando a presença de tirosina hidroxilase em células endoteliais
de Crotalus durissus terrificus (n=4) (A) e Bothrops jararaca (n=6) (B) em amostras de aorta. Ausência de
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proteína S100 indicando ausência de fibras nervosas e parede de aorta de Crotalus spp (n=4) (C) e Bothrops spp
(n=6). Immunoperoxidase, 400x (aumento original). Fonte: Campos et al., 2018a.

O óxido nítrico25, 28 é responsável pelo mecanismo de vasodilatação e fator importante
para o mecanismo vascular seja regularizada em mamíferos e répteis53. Fica claro a
importância da compreensão dos mecanismos fisiológicos e suas adaptações do
sistema cardiovascular em diferentes espécies de animais.

A infusão de doador de óxido nítrico (SNP) em cascavel, tartarugas e lagartos induziu
uma vasodilatação sistêmica54. Na tartaruga tolerante à anóxia Trachemys scripta
elegans, o óxido nítrico também participa da anóxia e reoxigenação55, 56. Os
experimentos in vitro demonstraram a acetilcolina (ACh) provocou um relaxamento
dependente de NO em anéis aórticos isolados do crocodilo Crocodylus porosus57. A via
de sinalização do NO foi caracterizada por análises farmacológicas,
imunohistoquímicas e transcriptômicas em anéis aórticos isolados da cascavel Crotalus
durissus terrificus58. Os receptores colinérgicos muscarínicos ao serem ativados
promovem um aumento do tônus parassimpático da tartaruga Pseudemys scripta
resultando em vasoconstrição na circulação pulmonar59. A administração de atropina in
vivo aumenta o fluxo pulmonar na tartaruga Chelonoidis carbonaria60 e a via de
relaxamento NO – sGC (guanilato ciclase solúvel) – PDE5 (fosfodiesterase tipo 5) está
presente na aorta e possui semelhança funcional e genômica com vasos de
mamíferos61, permitindo utilizar o modelo animal e comparar com o modelo mamífero.

1.4. A 6-NITRODOPAMINA
1.5.

A 6-nitrodopamina (6-ND) é um integrante do grupo 6-nitrocatecolaminas e um
resultado putativo da nitração dependente de óxido nítrico da dopamina62, 63. In vitro, a
6-ND impossibilita a ação neuronal do óxido nítrico sintase (nNOS)63.

A aorta de Chelonoidis carbonária in vitro libera 6-nitrodopamina derivada do endotélio
em níveis basais, assim como dopamina, noradrenalina e adrenalina, quantificados
através de amostras de solução de Krebs-Henseleit por cromatografia líquida acoplada
à espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS). O protocolo utilizou amostras de
aorta com e sem endotélio e foram deixadas em solução de Krebs por 30 minutos64.

A incubação de L-NAME inibe a liberação basal de 6-ND em Chelonoidis carbonaria e
inibe a contração da aorta, diferente do que ocorre com a dopamina, noradrenalina e
adrenalina. A 6-ND antagoniza seletivamente as contrações induzidas pela dopamina
sem afetar as contrações induzidas pela noradrenalina ou pela adrenalina em aorta de
Chelonoidis carbonária65, 66.
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Ainda no que se refere ao Chelonoidis carbonaria, o EFS causou contrações
dependentes da frequência dos anéis aórticos65 e essa contração é dependente da
liberação de dopamina derivada do endotélio67. A 6-ND inibiu as contrações induzidas
por EFS dos anéis aórticos e em anéis aórticos pré-contraídos pelo mimético de
tromboxano U-4661968, a 6-ND causou relaxamentos dependentes do endotélio, mas
independentes de L-NAME. Estes resultados indicam que esta nova catecolamina
derivada do endotélio modula a reatividade do músculo liso de aorta de Chelonoidis
carbonaria, agindo como um antagonista altamente seletivo da dopamina, atuando em
receptor D2-like. A risperidona69, haloperidol70 e a quetiapina71 – antagonistas do
receptor do tipo D2 da dopamina – geraram desvios relevantes para a direita das
contrações induzidas pela dopamina, demonstrando a diminuição da potência da
dopamina67.

O haloperidol72 e a risperidona73 são parcialmente mais potentes que a 6-ND, a
seletividade para os receptores dopaminérgicos do tipo D2 é menor, dado que também

se ligam aos receptores α1 adrenérgicos. Em contraste, a 6-ND comporta-se como um
antagonista extremamente seletivo para receptores do tipo D2, pois não afetou a
noradrenalina e as contrações induzidas pela adrenalina nos experimentos com anéis
de aorta de Chelonoidis carbonaria66.

A estimulação do campo elétrico contrai os anéis aórticos de Chelonoidis carbonaria,

que eram sensíveis ao antagonista duplo dos receptores adrenérgicos α1 e α2

fentolamina, mas não ao antagonista seletivo do receptor α1 prazosina ou ao

antagonista seletivo do receptor α2 idazoxan, sugerindo que a fentolamina era
possivelmente atuando nos receptores dopaminérgicos65. Os resultados farmacológicos
demonstrando que a 6-ND inibiu as contrações induzidas por EFS afirma que a
dopamina de origem endotelial, agindo em receptores semelhantes a D2, é o principal
modulador da contração do anel aórtico de Chelonoidis carbonaria após estimulação
elétrica, atuando claramente como um mediador fisiológico para a manutenção do
sistema cardiovascular.



21

2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

I. Investigar o papel fisiológico das catecolaminas produzidas pelo
endotélio em Chelonoidis carbonaria.

2.2. ESPECÍFICOS
I. Avaliar o papel do endotélio como fonte de catecolaminas na

contração induzida por EFS em aorta de Chelonoidis carbonaria na
presença e ausência do endotélio íntegro;

II. Caracterizar o mecanismo farmacológico das contrações induzidas
por EFS em músculo liso vascular de Chelonoidis carbonaria;

III. Identificar e localizar as enzimas envolvidas na síntese de
catecolaminas em vasos isolados de Chelonoidis carbonaria.
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS
3.1. ARTIGOS CIENTÍFICOS
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3.2. NOVOS RESULTADOS

Figura 18 - Curva concentração-resposta com dopamina e 6-nitrodopamina com e sem L-Name, na
presença de gás carbogênio padrão (O2 95% e CO2 5%) e modificado.
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4. DISCUSSÃO

Os resultados deixam claro que a aorta de Chelonoidis carbonaria tem liberação basal
de dopamina, noradrenalina e adrenalina, identificadas da espectrometria de massa, e
essa liberação é reduzida quando se remove o endotélio e evento similar acontece em
vasos de cordão umbilical humano74. Os novos dados ilustram que a mistura de
carbogênio utilizada como padrão não demonstra diferença em in vitro quando
comparado com uma concentração de pH menos ácida, como proposto pelo revisor.
Sabe-se que uma maior concentração de dióxido de carbono resulta em uma
acidificação do sangue75 que pequenas mudanças podem alterar o metabolismo de
algumas moléculas e enzimas76.

Somente a fentolamina, bloqueador não seletivo de receptor α-adrenérgico, em grande
concentração foi capaz de inibir as contrações por EFS na aorta de Chelonoidis
carbonaria, enquanto prazosina, antagonista α1, e idazoxano, antagonista α2, não
tiveram efeitos na contração da aorta. Desse modo, pode-se concluir que a inibição da
fentolamina não ocorre em receptores α-adrenérgicos65, pois também é antagonista de
receptores dopaminérgicos77. Esses elementos atestam as contrações por EFS inibidas
pelo antagonista de receptor D2-like risperidona, quetiapina e haloperidol e a não
inibição pelo antagonista de receptor D1-like SCH-2339078. As contrações com
dopamina e EFS foram abolidas na presença de antagonistas para D2-like e o mesmo
evento ocorre em artérias e veias de cordão umbilical humano. Pode-se afirmar que a
dopamina derivada do endotélio tem um papel modulador importante de vasoconstrição
no sistema cardiovascular através do bloqueio do receptor D2-like. As células
endoteliais modulam a contração por EFS, e mesmo que essas células não sejam
consideradas células excitáveis, há expressão de canais de voltagem de potássio. Tal
relação ainda precisa ser aprofundada.

Um estudo comparando pacientes transplantados com coração e pulmão e pacientes
não transplantados, demonstra a ação das catecolaminas de origem endotelial. O
grupo de transplantados teve uma frequência cardíaca e pressão diastólica maior do
que o grupo de não transplantados. No momento da inclinação da cabeça, foi
observado que os aumentos dos parâmetros foram semelhantes em ambos os grupos,
assim como os níveis basais de adrenalina e noradrenalina. Porém, na etapa da
inclinação da cabeça para cima, ocorreu um aumento significativo dos níveis
plasmáticos de noradrenalina no grupo transplantado em comparação ao grupo
controle. É evidente que as catecolaminas estão agindo e que não estão vindo dos
ramos adrenérgicos desnervados no coração79.

Os fatos que a dopamina, noradrenalina e adrenalina liberadas em níveis basais pelo
endotélio em aorta de Chelonoidis carbonaria modulam as contrações provocadas por
EFS e que as catecolaminas originadas do endotélio por terem a sua ação nos
receptores do tipo D2, podem estabelecer um mecanismo adequado para que os
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répteis consigam controlar localmente o fluxo sanguíneo. Em parâmetros fisiológicos
normais, as grandes artérias não desempenham função de regular o fluxo sanguíneo e
a pressão, mesmo sendo capazes de contrair e dilatar80. É proposto que as
catecolaminas derivadas do endotélio são responsáveis por estes mecanismos nos
vasos e na microcirculação. É importante destacar que a vasoatividade α-adrenérgica
contribui para a regulação do fluxo sanguíneo para o fígado e casco durante a
submersão anóxica a 5°C na tartaruga Trachemys scripta81 e é interessante que os
receptores D2 tenham sido identificados na microcirculação capilar pulmonar de
coelhos82.

Nos anéis aórticos de Chelonoidis carbonaria, a liberação de 6-ND também foi reduzida
pela remoção mecânica da camada de endotélio, indicando que as células endoteliais
são responsáveis pela produção de 6-ND. O mesmo ocorre em vasos de cordão
umbilical humano.

As descobertas de que tanto a dopamina quanto a 6-ND83 são liberados pelo endotélio,
e a liberação de 6-ND está acoplada à síntese de NO, indicam que o tônus   vascular
pode ser influenciado por um equilíbrio dinâmico entre a atividade contrátil vascular da
dopamina e a ação vasodilatadora do 6-ND. Como não há imunorreatividade à proteína
S-100 nos anéis de aorta de Chelonoidis carbonaria, tais tecidos não possuem
inervação autonômica65. Mesmo que a aorta seja classificada como um vaso condutor84

e não tem papel na resistência vascular85, a pouca evidência morfológica de inervação
autonômica, como terminais nervosos simpáticos na microcirculação, sustenta-se que a
liberação de catecolaminas de origem e dependentes do endotélio poderia ser o
principal mecanismo para controlar o fluxo sanguíneo local.
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5. CONCLUSÃO

As catecolaminas liberadas pelo endotélio regulam as contrações induzidas por EFS.
Isto pode constituir um mecanismo adequado pelo qual os répteis modulam a
distribuição do fluxo sanguíneo em órgãos específicos. O óxido nítrico desempenha
papel importante no fluxo cardiovascular e a 6-ND atua como um antagonista altamente
seletivo do receptor do tipo D2 da dopamina, de modo que a 6-ND atua na manutenção
do sistema cardiovascular de Chelonoidis carbonaria. Ainda como ponto importante,
foram encontradas no endotélio de Chelonoidis carbonaria a enzima tirosina
hidroxilase, precursora do início da síntese das catecolaminas e as contrações dos
vasos não ocorrem quando o endotélio é removido.



45

6. REFERÊNCIAS

[1] Molinoff, P. B.; Axelrod, J. Biochemistry of catecholamines. Annual Review of
Biochemistry, v.40, p.465-500, 1971.

[2] Smeets, Wilhelmus JAJ; González, Agustin. Catecholamine systems in the brain of
vertebrates: new perspectives through a comparative approach. Brain Research
Reviews, v. 33, n. 2-3, p. 308-379, 2000.

[3] Gnery, M. E. Catecholamines. In: ALBERS, R. W. et al. Basic neurochemistry.
Principles of molecular, cellular, and medical neurobiology. 8th ed. United States of
America: Elsevier, 2011, 283-299.

[4] Hannah, C. Metabolism of catecholamines. Investigative Ophthalmology, v.4, n.6,
p.1095-1102, December, 1965.

[5] Standaert, D.; Galanter, Joshua M. Farmacologia da neurotransmissão
dopaminérgica. Princípios de Farmacologia: A Base Fisiopatologia da Farmacoterapia,
p. 166-185, 2009.

[6] Richter, D. Adrenaline and amine oxidase. Biochemical Journal, v.11, p.2022-2028,
November, 1937.

[7] Kopin, J. Catecholamine metabolism: basic aspects and clinical significance.
Pharmacological Reviews, v.37, n.4, December, 1985.

[8] Eisenhofer, G.; Kopin, I.J.; Goldstein, D.S. Cathecolamine metabolism: a
contemporary view with implication for physiology and medicine. Pharmacol Rev.
56(3):331-49. 2004.

[9] Ahlquist, R. P. A study of the adrenotropic receptors. The American Journal of
Physiology. v.153, n.3, p.586-600, 1948.

[10] Bylund, D. B. IV. International union of pharmacology nomenclature of
adrenoceptors. Pharmacological Reviews, v.46, n.2, p.121-136, 1994.

[11] Hieble, J. P. International union of pharmacology X. Recommendation for
nomenclature of alpha-1-adrenoceptors: consensus update. Pharmacological Reviews,
v.47, n.2, p.267-270, 1995.

[12] Sorriento, D. et al. Endothelial cells are able to synthesize and release
catecholamines both in vitro and in vivo. American Heart Association - Hypertension,
v.26, p.129-136, July, 2012.



46

[13] Widmer, R. J.; Lerman, A. Endothelial dysfunction and cardiovascular disease.
Global Cardiology Science andPractice, v.43, p.291-308, 2014.

[14] Joyner, M. J.; LIMBERG, J. K. Blood pressure: return of the sympathetics?.Current
hypertension reports, v. 18, n. 1, p. 7, 2016.

[15] Fontana, A.; Schneider, N. Respostas cardiovasculares ao esforço máximo: efeitos
vasodilatadores e hipotensores. Revista Brasileira de Prescrição e Fisiologia do
Exercício, v. 11, n. 71, p. 920-931, 2018.

[16] Bennett, H. S.; Luft, J. H.; Hampton, J. C. Morphological classifications of
vertebrate blood capillaries. The American Journal of Physiology, v.196, n.2, p.381-390,
1959.

[17] Risau, W. (1995), Differentiation of endothelium. The FASEB Journal, 9: 926-933.
https://doi.org/10.1096/fasebj.9.10.7615161.

[18] Hirschi, K. K.; D’AMORE, P. A. Pericytes in the microvasculature. Cardiovascular
Research, v.32, p.687-698, 1996.

[19] Bergers, G.; Song, S. The role of pericytes in blood-vessel formation and
maintenance. Neuro-Oncology, v.7, p452-464, 2005.

[20] Levick, J. R.; smaje, L.H. Microvascular Research, v.33, n.2, p.233-256, March,
1987.

[21] Kataoka, M.; tavassoli, M. The role of liver endothelium in the binding and uptake of
ceruloplasmin: studies with colloidal gold probe. Journal of Ultrastructure Research,
v.90, n.2, p.194-202, February, 1985.

[22] Yanagisawa, M. et al. A novel potent vasoconstrictor peptide produced by vascular
endothelial cells. Nature, v.332, March, 1988.

[23] Yanagisawa, M. et al. Primary structure, synthesis, and biological activity of rat
endothelin, an endothelium-derived vasoconstrictor peptide. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v.85, p.6964-6967,
September, 1988.

[24] Gimbrone, M.; Alexander, R. Angiotensin II stimulation of prostaglandin production
in cultured human vascular endothelium. Science, v.189, n.4198, p.219-220, 1975.

https://doi.org/10.1096/fasebj.9.10.7615161


47

[25] Palmer, R. M.; Ashton, D. S.; Moncada, S. Vascular endothelial cells synthesize
nitric oxide from L-arginine. Nature, v.333, n. 6174, 1988.

[26] Félétou, M.; vanhoutte, P. M. Endothelium-dependent hyperpolarization of canine
coronary smooth muscle. British Journal of Pharmacology, v.93, p.515-524, 1988.

[27] Boudless. Boundless biology. In: Overview of the Circulatory System - Types of
Circulatory Systems in Animals. 2013.

[28] Furchgott RF, Zawadzki JV. The obligatory role of endothelial cells in the relaxation
of arterial smooth muscle by acetylcholine. Nature. 1980 Nov 27;288(5789):373-6. doi:
10.1038/288373a0. PMID: 6253831.

[29] Bahia, L.et al.The endothelium in the metabolic syndrome. Arquivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, v. 50, n. 2, p. 291-303, 2006.

[30] Triggle CR, Samuel SM, Ravishankar S, Marei I, Arunachalam G, Ding H. The
endothelium: influencing vascular smooth muscle in many ways. Can J Physiol
Pharmacol. 2012 Jun;90(6):713-38. doi: 10.1139/y2012-073. Epub 2012 May 24. PMID:
22625870.

[31] Seo, M.-J., & Oh, D.-K. (2017). Prostaglandin synthases: Molecular
characterization and involvement in prostaglandin biosynthesis. Progress in Lipid
Research, 66, 50–68. doi:10.1016/j.plipres.2017.04.003.

[32] Sakurai T, Yanagisawa M, Masaki T. Molecular characterization of endothelin
receptors. Trends Pharmacol Sci. 1992 Mar;13(3):103-8. doi:
10.1016/0165-6147(92)90038-8. PMID: 1315462.

[33] Ozkor MA, Quyyumi AA. Endothelium-derived hyperpolarizing factor and vascular
function. Cardiol Res Pract. 2011;2011:156146. doi: 10.4061/2011/156146. Epub 2011
Aug 15. PMID: 21876822; PMCID: PMC3157651.

[34] M. Nagayo, Zur Normalen und pathologischen Histologie des Endocardium
Parietale Beitr. path. Anat. (1909).

[35] Lannigan RA, Zaki SA. Ultrastructure of the normal atrial endocardium. Br Heart J.
1966 Nov;28(6):785-95. doi: 10.1136/hrt.28.6.785. PMID: 5926421; PMCID:
PMC490094.

[36] Brutsaert, D. L.; ANDRIES, L. J. The endocardial endothelium. American Journal of
Physiology, v.263, n.4, p.985-1002, October, 1992.



48

[37] Michiels, C. Endothelial cell functions. Journal of Cellular Physiology, v.196,
p.430-443, 2003.

[38] Sorriento D, Santulli G, Del Giudice C, Anastasio A, Trimarco B, Iaccarino G.
Endothelial cells are able to synthesize and release catecholamines both in vitro and in
vivo. Hypertension. 2012 Jul;60(1):129-36. doi:
10.1161/HYPERTENSIONAHA.111.189605. Epub 2012 Jun 4. PMID: 22665130.

[39] Dean RC, Lue TF. Physiology of penile erection and pathophysiology of erectile
dysfunction. Urologic Clinics of North America. 2005. pp. 379–395. doi:
10.1016/j.ucl.2005.08.007.

[40] Andersson K-E. Mechanisms of penile erection and basis for pharmacological
treatment of erectile dysfunction. Pharmacol Rev. 2011;63: 811–59. doi:
10.1124/pr.111.004515.

[41] Ignarro LJ, Bush PA, Buga GM, Wood KS, Fukuto JM, Rajfer J. Nitric oxide and
cyclic GMP formation upon electrical field stimulation cause relaxation of corpus
cavernosum smooth muscle. Biochem Biophys Res Commun. 1990;170: 843–850. doi:
10.1016/0006-291X(90)92168-Y.

[42] Burnett AL, Lowenstein CJ, Bredt DS, Chang TS, Snyder SH. Nitric oxide: a
physiologic mediator of penile erection. Science. 1992;257: 401–403. doi:
10.1126/science.1378650.

[43] Hurt KJ, Sezen SF. Cyclic AMP-dependent phosphorylation of neuronal nitric oxide
synthase mediates penile erection. Proc Natl Acad Sci. 2012;109: 16624–16629.
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1213790109.

[44] Campos R, Mónica FZ, Rodrigues RL, Rojas-Moscoso JA, Moreno RA, Cogo JC,
de Oliveira MA, Antunes E, De Nucci G. Tetrodotoxin-insensitive electrical field
stimulation-induced contractions on Crotalus durissus terrificus corpus cavernosum.
PLoS One. 2017 Aug 24;12(8):e0183766. doi: 10.1371/journal.pone.0183766. PMID:
28837636; PMCID: PMC5570490.

[45] Hodgkin a L, Huxley a F. A quantitative description of membrane current and its
applicaiton to conduction and excitation in nerve [Internet]. J Physiol. 1952. pp.
500–544. doi: 10.1016/S0092-8240(05)80004-7.

[46] BEVAN JA. Some characteristics of the isolated sympathetic nerve-pulmonary
artery preparation of the rabbit. J Pharmacol Exp Ther. 1962 Aug;137:213-8. PMID:
13868728.

https://doi.org/10.1016/0006-291X(90)92168-Y
https://doi.org/10.1126/science.1378650
http://www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1213790109
https://doi.org/10.1016/S0092-8240(05)80004-7


49

[47] Paterson, G., 1965. The response to transmural stimulation of isolated arterial
strips and its modification by drugs. J. Pharm. Pharmacol. 17, 341–349.
https://doi.org/10.1111/j.2042-7158.1965.tb07680.x.

[48] Darios ES, Barman SM, Orer HS, Morrison SF, Davis RP, Seitz BM, Burnett R,
Watts SW. 5-Hydroxytryptamine does not reduce sympathetic nerve activity or
neuroeffector function in the splanchnic circulation. Eur J Pharmacol. 2015 May
5;754:140-7. doi: 10.1016/j.ejphar.2015.02.032. Epub 2015 Feb 28. PMID: 25732865;
PMCID: PMC4385506.

[49] Holmquist F, Hedlund H, Andersson KE. Characterization of inhibitory
neurotransmission in the isolated corpus cavernosum from rabbit and man. J Physiol.
1992;449: 295–311. doi: 10.1113/jphysiol.1992.sp019087.

[50] Okamura T, Ayajiki K, Toda N. Monkey corpus cavernosum relaxation mediated by
NO and other relaxing factor derived from nerves Monkey corpus cavernosum
relaxation mediated by NO and other relaxing factor derived from nerves. Am J Physiol
Heart Circ Physiol. 1998;274: H1075–H1081.

[51] De Oliveira JF, Teixeira CE, Arantes EC, De Nucci G, Antunes E. Relaxation of
rabbit corpus cavernosum by selective activators of voltage-gated sodium channels:
Role of nitric oxide-cyclic guanosine monophosphate pathway. Urology. 2003;62:
581–588. doi: 10.1016/S0090-4295(03)00462-X.

[52] Campos R., et al., Electrical field-induced contractions on Crotalus durissus
terrificus and Bothrops jararaca aortae are caused by endothelium-derived
catecholamine, PLoS One 13 (2018) e0203573,
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203573.

[53] Ribeiro MO, Antunes E, de Nucci G, Lovisolo SM, Zatz R. Chronic inhibition of nitric
oxide synthesis. A new model of arterial hypertension. Hypertension. 1992
Sep;20(3):298-303. doi: 10.1161/01.hyp.20.3.298. PMID: 1516948.

[54] Galli, G.L.J., Skovgaard, N., Abe, A.S., Taylor, E.W., Wang, T., 2005. The role of
nitric oxide in the regulation of the systemic and pulmonary vasculature of the
rattlesnake, Crotalus durissus terrificus. J. Comp. Physiol. B Biochem. Syst. Environ.
Physiol. 175, 201–208. https://doi.org/10.1007/s00360-005-0476-2.

[55] Jacobsen, S.B., Hansen, M.N., Jensen, F.B., Skovgaard, N., Wang, T., Fago, A.,
2012. Circulating nitric oxide metabolites and cardiovascular changes in the turtle
Trachemys scripta during normoxia, anoxia and reoxygenation. J. Exp. Biol. 215,
2560–2566. https://doi.org/10.1242/jeb.070367.

https://doi.org/10.1111/j.2042-7158.1965.tb07680.x
https://doi.org/10.1113/jphysiol.1992.sp019087
https://doi.org/10.1016/S0090-4295(03)00462-X
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0203573
https://doi.org/10.1007/s00360-005-0476-2


50

[56] Jensen, B., Larsen, C.K., Nielsen, J.M., Simonsen, L.S., Wang, T., 2011. Change of
cardiac function, but not form, in postprandial pythons. Comp. Biochem. Physiol. - A
Mol. Integr. Physiol. 160, 35–42. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2011.04.018.

[57] Broughton, B.R.S., Donald, J.A., 2007. Dual mechanisms for nitric oxide control of
large arteries in the estuarine crocodile Crocodylus porosus. J. Exp. Biol. 210, 129–137.
https://doi.org/10.1242/jeb.02620.

[58] Mónica, F.Z., Rojas-Moscoso, J., Porto, M., Schenka, A.A., Antunes, E., Cogo, J.C.,
De Nucci, G., 2012a. Immunohistochemical and functional characterization of nitric
oxide signaling pathway in isolated aorta from Crotalus durissus terrificus. Comp.
Biochem. Physiol. - C Toxicol. Pharmacol. 155, 433–439. https://doi.org/10.1016/j.
cbpc.2011.11.003.

[59] Hicks, J., Comeau, S., 1994. Vagal regulation of intracardiac shunting in the turtle
Pseudemys scripta. J. Exp. Biol. 186, 109–126.

[60] Greunz, E.M., Williams, C., Ringgaard, S., Hansen, K., Wang, T., Bertelsen, M.F.,
2018. Elimination of intracardiac shunting provides stable gas anesthesia in tortoises.
Sci. Rep. 8, 1–6. https://doi.org/10.1038/s41598-018-35588-w.

[61] Campos R, Justo AFO, Jacintho FF, Mónica FZ, Rojas-Moscoso JA, Moreno RA,
Napolitano M, Cogo JC, De Nucci G. Pharmacological and transcriptomic
characterization of the nitric oxide pathway in aortic rings isolated from the tortoise
Chelonoidis carbonaria. Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 2019
Aug;222:82-89. doi: 10.1016/j.cbpc.2019.04.015. Epub 2019 Apr 24. PMID: 31028932.

[62] Palumbo, A., Napolitano, A., Barone, P., & D’Ischia, M. (1999). Nitrite- and
peroxide-dependent oxidation pathways of dopamine: 6- nitrodopamine and
6-hydroxydopamine formation as potential contributory mechanisms of oxidative stress-
and nitric oxide-induced neurotoxicity in neuronal degeneration. Chemical Research in
Toxicology, 12(12), 1213–1222. https://doi.org/10.1021/tx990121g.

[63] Palumbo, A., Astarita, G., & D’Ischia, M. (2001). Inhibition of neuronal nitric oxide
synthase by 6-nitrocatecholamines, putative reaction products of nitric oxide with
catecholamines under oxidative stress conditions. Biochemical Journal, 356(1),
105–110. https://doi.org/10.1042/0264-6021:3560105.

[64] Campos R, Pinheiro DHA, Britto-Júnior J, de Castro HA, Mendes GD, Moraes MO,
Moraes MEA, Lopes-Martins RÁB, Antunes NJ, De Nucci G. 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. J Chromatogr B Analyt

https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2011.04.018
https://doi.org/10.1242/jeb.02620
https://doi.org/10.1038/s41598-018-35588-w
https://doi.org/10.1021/tx990121g
https://doi.org/10.1042/0264-6021:3560105


51

Technol Biomed Life Sci. 2021 Mar 22;1173:122668. doi:
10.1016/j.jchromb.2021.122668. Epub ahead of print. PMID: 33819799.

[65] 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. Endothelium modulates
electrical field stimulation-induced contractions of Chelonoidis carbonaria aortic rings.
Comp Biochem Physiol C Toxicol Pharmacol. 2020 Jul;233:108763. doi:
10.1016/j.cbpc.2020.108763. Epub 2020 Apr 11. PMID: 32289528.

[66] 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. The
basal release of endothelium-derived catecholamines regulates the contractions of
Chelonoidis carbonaria aorta caused by electrical-field stimulation. Biol Open. 2021 Jan
20;10(1):bio057042. doi: 10.1242/bio.057042. PMID: 33277238; PMCID: PMC7847266.

[67] Britto-Júnior J, Antunes NJ, Campos R, Sucupira M, Mendes GD, Fernandes F,
Moraes MO, Moraes MEA, De Nucci G. 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. Biomed Chromatogr. 2021 Feb;35(2):e4978. doi:
10.1002/bmc.4978. Epub 2020 Sep 13. PMID: 32866321.

[68] S.R. Ojeda, H.E. Jameson, S.M. McCann. Further studies on prostaglandin E2
(PGE2)-induced gonadotropin release: Comparison with the effect of 15-methyl PGE2,
PGAs, PGBs and prostaglandin endoperoxide analogs, Prostaglandins, v.12, 2, 1976, p.
281-301, https://doi.org/10.1016/0090-6980(76)90122-2.

[69] Leysen JE, Gommeren W, Janssen PF, Van Gompel P, Janssen PA. Receptor
interactions of dopamine and serotonin antagonists: binding in vitro and in vivo and
receptor regulation. Psychopharmacol Ser. 1988;5:12-26. doi:
10.1007/978-3-642-73280-5_2. PMID: 3045796.

[70] Thornburg JE, Moore KE. Supersensitivity to dopaminergic agonists induced by
haloperidol. Natl Inst Drug Abuse Res Monogr Ser. 1975 Nov;(3):23-8. doi:
10.1037/e475222004-001. PMID: 1241913.

[71] Campbell A, Yeghiayan S, Baldessarini RJ, Neumeyer JL. Selective
antidopaminergic effects of S(+)N-n-propylnoraporphines in limbic versus
extrapyramidal sites in rat brain: comparisons with typical and atypical antipsychotic
agents. Psychopharmacology (Berl). 1991;103(3):323-9. doi: 10.1007/BF02244285.
PMID: 1676180.



52

[72] Simon A, Van Maanen EF. Dopamine receptors and dopaminergic nerves in the vas
deferens of the rat. Arch Int Pharmacodyn Ther. 1976 Jul;222(1):4-15. PMID: 984969.

[73] Millan MJ, Mannoury la Cour C, Novi F, Maggio R, Audinot V, Newman-Tancredi A,
Cussac D, Pasteau V, Boutin JA, Dubuffet T, Lavielle G. S33138
[N-[4-[2-[(3aS,9bR)-8-cyano-1,3a,4,9b-tetrahydro[1]-benzopyrano[3,4-c]pyrrol-2(3H)-yl)-
ethyl]phenylacetamide], a preferential dopamine D3 versus D2 receptor antagonist and
potential antipsychotic agent: I. Receptor-binding profile and functional actions at
G-protein-coupled receptors. J Pharmacol Exp Ther. 2008 Feb;324(2):587-99. doi:
10.1124/jpet.107.126706. Epub 2007 Nov 16. PMID: 18024789.

[74] Britto-Júnior J., Pinheiro DHA, Justo AFO, et al. Endothelium-derived dopamine
modulates EFS-induced contractions of human umbilical vessels. Pharmacol Res
Perspect. 2020;00:e00612. https://doi.org/10.1002/prp2.612.

[75] Garcia AJ, Ramirez JM. Keeping carbon dioxide in check. Elife. 2017 May
17;6:e27563. doi: 10.7554/eLife.27563. PMID: 28513432; PMCID: PMC5435460.

[76] Wimmer Z, Zarevúcka M. A review on the effects of supercritical carbon dioxide on
enzyme activity. Int J Mol Sci. 2010 Jan 19;11(1):233-253. doi: 10.3390/ijms11010233.
PMID: 20162013; PMCID: PMC2821001.

[77] Burt DR, Enna SJ, Creese I, Snyder SH. Dopamine receptor binding in the corpus
striatum of mammalian brain. Proc Natl Acad Sci U S A. 1975 Nov;72(11):4655-9. doi:
10.1073/pnas.72.11.4655. PMID: 1060143; PMCID: PMC388782.

[78] Billard W, Ruperto V, Crosby G, Iorio LC, Barnett A. Characterization of the binding
of 3H-SCH 23390, a selective D-1 receptor antagonist ligand, in rat striatum. Life Sci.
1984 Oct 29;35(18):1885-93. doi: 10.1016/0024-3205(84)90540-x. PMID: 6387355.

[79] Banner NR, Williams TD, Patel N, Chalmers J, Lightman SL, Yacoub MH. Altered
cardiovascular and neurohumoral responses to head-up tilt after heart-lung
transplantation. Circulation. 1990 Sep;82(3):863-71. doi: 10.1161/01.cir.82.3.863. PMID:
1975520.

[80] Goodwill AG, Dick GM, Kiel AM, Tune JD. Regulation of Coronary Blood Flow.
Compr Physiol. 2017 Mar 16;7(2):321-382. doi: 10.1002/cphy.c160016. PMID:
28333376; PMCID: PMC5966026.

[81] Stecyk JA, Overgaard J, Farrell AP, Wang T. Alpha-adrenergic regulation of
systemic peripheral resistance and blood flow distribution in the turtle Trachemys scripta
during anoxic submergence at 5 degrees C and 21 degrees C. J Exp Biol. 2004
Jan;207(Pt 2):269-83. doi: 10.1242/jeb.00744. PMID: 14668311.

https://doi.org/10.1002/prp2.612


53

[82] Bruzzone P, D'Andrea V, Motta C, Cavallotti C. Occurrence of dopaminergic (D(2))
receptors within the rabbit pulmonary circulation. Pulm Pharmacol Ther.
2002;15(4):393-8. doi: 10.1006/pupt.2002.0368. PMID: 12220945.

[83] Britto-Júnior J, Coelho-Silva WC, Murari GF, Serpellone Nash CE, Mónica FZ,
Antunes E, De Nucci G. 6-Nitrodopamine is released by human umbilical cord vessels
and modulates vascular reactivity. Life Sci. 2021 Jul 1;276:119425. doi:
10.1016/j.lfs.2021.119425. Epub 2021 Mar 26. PMID: 33781827.

[84] Eelen G, Treps L, Li X, Carmeliet P. Basic and Therapeutic Aspects of
Angiogenesis Updated. Circ Res. 2020 Jul 3;127(2):310-329. doi:
10.1161/CIRCRESAHA.120.316851. Epub 2020 Jul 2. PMID: 32833569.

[85] Kannenkeril D, Harazny JM, Bosch A, Ott C, Michelson G, Schmieder RE, Friedrich
S. Retinal vascular resistance in arterial hypertension. Blood Press. 2018
Apr;27(2):82-87. doi: 10.1080/08037051.2017.1393311. Epub 2017 Oct 23. PMID:
29057671.



54

ANEXOS
CEUA UNICAMP



55



56

SISBIO



57

REVISTAS

Biology Open - The Company of Biologists: Os autores são livres para reproduzir
material de seus próprios artigos em outras publicações, conforme publicado em seu
site, disponível em https://www.biologists.com/copyright-permissions/.

https://www.biologists.com/copyright-permissions/


58

Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology & Pharmacology -
Elsevier: Os autores podem incluir seus artigos, total ou parcialmente, em uma tese ou
dissertação para fins não comerciais, disponível em
https://beta.elsevier.com/about/policies-and-standards/copyright/permissions?trial=true.

https://beta.elsevier.com/about/policies-and-standards/copyright/permissions?trial=true

