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RESUMO  
 
A 6-nitrodopamina é uma nova catecolamina que é liberada de tecidos 

vasculares, como vasos do cordão umbilical humano, anéis aórticos de 

Chelonoidis carbonarius, Pantherophis guttatus e de Callithrix spp. Em anéis 

aórticos pré-contraídos, atua como potente vasodilatador por antagonizar os 

receptores dopaminérgicos D2-like. Aqui determinamos se os vasos suínos, 

como artérias carótidas, coronárias, renais, pulmonares e femorais e veia cava 

superior, liberam 6-nitrodopamina, dopamina, noradrenalina e adrenalina, 

medidos por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa em 

tandem. A ação vasorelaxante da 6-nitrodopamina foi avaliada in vitro em 

artérias carótidas, coronárias, renais e femorais pré-contraídas com U-46619 (3 

nM) e comparada com a induzida pelo agonista do receptor D2 da dopamina L-

741,626. A 6-nitrodopamina é liberada de todos os tecidos vasculares; o efeito 

vasorelaxante da 6-nitrodopamina não foi afetado pela pré-incubação dos 

tecidos com L-NG-Nitro arginina metil éster (L-NAME) ou 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina- 1-one (ODQ) (100 mM), mas virtualmente 

abolido por remoção mecânica do endotélio. As contrações induzidas por 

estimulação de campo elétrico (EFS) foram significativamente potencializadas 

pela incubação prévia com L-NAME, mas não afetadas pela pré-incubação com 

ODQ. As contrações induzidas por EFS foram significativamente atenuadas pela 

pré-incubação com 6-nitrodopamina ou L-741.626. Em conclusão, vasos suínos 

apresentam liberação basal de 6-nitrodopamina, e a vasodilatação induzida por 

6-nitrodopamina se deve ao bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2/D2-

like.  

Palavras-chave  nitrocatecolaminas, óxido nítrico, LC-MS/MS, calretinina 

imunohistoquímica, tetrodotoxina. 

 

  

 

 



ABSTRACT 
 
6-nitrodopamine is a novel catecholamine that is released from vascular tissues, 

such as human umbilical cord vessels, aortic rings from Chelonoidis carbonarius 

Pantherophis guttatus and from Callithrix spp. In precontracted aortic rings, it acts 

a potent vasodilator by antagonizing dopamine D2-like receptors. Here we 

determined whether swine vessels such as carotid, coronary, renal, pulmonary, 

and femoral arteries and superior vena cava release 6-nitrodopamine, dopamine, 

noradrenaline, and adrenaline, as measured by liquid chromatography coupled 

to tandem mass spectrometry. The vasorelaxant action of 6-nitrodopamine was 

evaluated in vitro in U-46619 (3 nM) precontracted carotid, coronary, renal and 

femoral arteries and compared to that induced by the dopamine D2-receptor 

agonist L-741,626. 6-nitrodopamine is released from all vascular tissues; the 

vasorelaxant effect of 6-nitrodopamine was not affected by preincubation of the 

tissues with either L-NG-Nitro arginine methyl ester (L-NAME) or 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ) (100 µM) but virtually abolished 

by mechanical removal of the endothelium. Electrical field stimulation (EFS)-

induced contractions were significantly potentiated by previous incubation with L-

NAME, but not affected by ODQ preincubation. EFS-induced contractions were 

significantly attenuated by preincubation with either 6-nitrodopamine or L-

741,626. In conclusion, swine vessels present basal release of 6-nitrodopamine, 

and the vasodilation induced by 6-nitrodopamine is due to blockade of the 

dopamine D2/D2-like receptors. 

 

Keywords  nitrocatecholamines, nitric oxide, LC-MS/MS, calretinin 

immunohistochemistry, tetrodotoxin. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A morfologia dos vasos sanguíneos é constituída a partir de 3 camadas 

denominadas de túnicas: a túnica íntima (camada interna), revestida por lâmina 

elástica que envolve a luz dos vasos e é constituída pelas células endoteliais; 

túnica média (camada intermediária) formada por células musculares lisas 

espessas ricas em fibras de colágeno do tipo III; e a túnica adventícia (camada 

externa), formada por tecido conjuntivo frouxo composto por fibras elásticas, 

fibroblastos e colágeno tipo I. (Imagem 1) (1) 

O endotélio, presente na túnica íntima, é a camada que reveste a parede 

interna de todos os vasos sanguíneos, composto por células endoteliais, nas 

quais possuem diversas funções como de homeostasia, para manutenção do 

fluxo laminar do sangue, função vasorreguladora a partir da síntese de fatores 

vasoconstritores e vasodilatadores; função de reparo celular e tissular, através 

da síntese de colágeno, elastina e glicoproteínas (1). 

 
Imagem 1 

 
O endotélio, como citado anteriormente, produz uma série de 

vasodilatadores e substâncias vasoconstritoras que regulam o tônus vasomotor 

(2,3) através da liberação de potentes vasodilatadores como a prostaciclina, 

óxido nítrico (NO), e vasoconstritores como a endotelina. (4) 

O NO é um composto gasoso solúvel, que ao ser diluído, possui uma meia 

vida menor do que 10 segundos, devido à sua rápida oxidação a nitrito e nitrato. 



13 
 

(5) A biossíntese de NO ocorre através de dois formatos, o primeiro, no qual a 

L-arginina é transformada em NG-hidroxi-L-arginina, na presença de 

nicotinamida-adenina-dinucleotídeo-fostato-hidrogênio (NADPH) e Ca2+, sendo 

necessário o O2 para a formação de L-citrulina e NO. Devido à uma grande 

solicitação metabólica continuada da L-arginina, existe a neo-síntese da L-

arginina nos túbulos proximais renais, a partir da citrulina, que também pode ser 

convertida diretamente em L-arginina no citoplasma das células endoteliais. É 

visto que a síntese da citrulina pode ser inibida por análogos da L-arginina, tais 

como NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), NG-nitro-L-arginina (L-NNA) e NG-

nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME), e devido a este efeito em diversos tecidos 

a substituição do substrato (L-arginina) pelos análogos irá inibir a produção de 

NO e seus efeitos. (6) 

O NO também pode ser sintetizado através do citocromo P450 (6), a partir 

de três isoformas de NO sintase (NOS), a seguir: neuronal (nNOS), induzível 

(iNOS) e endotelial (eNOS). Essas isoformas exibem padrões de expressão 

específicos de tecido e tipo celular. Todas as três isoformas utilizam L-arginina 

como substrato, oxigênio molecular e NADPH como co-substratos e flavina 

adenina dinucleotídeo (FAD), flavina mononucleotídeo (FMN) e (6R)5,6,7,8-

tetrahidro-L-biopterina (BH4) como cofatores. (7) 

As catecolaminas: adrenalina, noradrenalina e dopamina (Imagem 2) são 

classificadas como 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. (8,9) 

 

Adrenalina 

  

Noradrenalina 
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Dopamina 

Imagem 2: Estrutura molecular da ADR, NA e DA 

 
A via de síntese das catecolaminas é dada através da enzima tirosina 

hidroxilase (TH), na qual catalisa a conversão do aminoácido tirosina, a partir do 

aminoácido fenilalanina, em L-DOPA (l-3,4-di-hidroxifenilalanina). Pela ação da 

dopa descarboxilase, ocorre a catalização de diversos outros aminoácidos L-

aromáticos, como a L-histidina e L-triptofano, que são precursores na síntese de 

histamina e também da L-DOPA em dopamina. A dopamina- -hidroxilase (DBH), 

localizada em vesículas sinápticas, converte a dopamina em noradrenalina (NA). 

A feniletanolamina N-metiltransferase (FNMT) catalisa a N-metilação da 

noradrenalina para adrenalina. Grande parte da adrenalina nas terminações 

nervosas ou das células cromafins é transportada pelo transportador vesicular 

de monoaminas (VMAT) para ser armazenada nas vesículas. E a metabolização 

das catecolaminas ocorre através das enzimas monoamino-oxidase (MAO-A e 

MAO-B), e do catecol-o-metiltransferase (COMT), presente em terminações 

nervosas adrenérgicas, formando consecutivamente o ácido homovanílico 

(HVA), o principal metabólito da DA. (10,11) 
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Imagem 3: Biossíntese das catecolaminas 

A dopamina foi descrita pela primeira vez por George Barger, James 

Ewens e Henry Dale em 1910, sendo caracterizada como um composto de 

monoamina semelhante à epinefrina (12,13), no entanto, na década de 1950, 

Arvid Carlsson e seus colaboradores demonstraram que a dopamina é um 

neurotransmissor genuíno, descoberta na qual rendeu a Carlsson o Prêmio 

Nobel de Fisiologia e Medicina em 2000 (12). É precursora imediata da 

noradrenalina, presente no sistema nervoso central (SNC), onde funciona como 

neurotransmissor, bem como na medula suprarrenal, com função importante na 

modulação do tônus vascular, pressão arterial, função renal, adrenal, e equilíbrio 

do sódio. (14) 

A dopamina tem efeitos inotrópicos e cronotrópicos diretos no coração dos 

mamíferos, além de causar constrição das artérias coronárias, possuindo um 

papel importante na fisiopatologia da hipertensão arterial sistêmica. (15) 



16 
 

 

Através 2 1,2,3-adrenérgicos, as 

catecolaminas modulam o tônus da vasculatura (16) e obtém respostas 

diferentes para cada receptor e tecido, uma vez que está envolvida em vários 

processos fisiológicos. (17) 

Os efeitos fisiológicos gerados pela dopamina são mediados por 

receptores acoplados à proteína G (GPCR), a partir dos receptores 

dopaminérgicos, nos quais são divididos em 2 grupos: D1-like (D1 e D5) e D2-like 

(D2, D3 , D4). (11) 

Conforme imagem 4, os receptores do tipo D1-like são acoplados à proteína 

com a despolarização da membrana (entrada de Na+ e saída de K+) e 

abertura dos canais de Ca2+ voltagem-dependente, e por conseguinte à 

propagação do estímulo elétrico, ocorre a ativação do adenilato ciclase (AC), 

resultando na conversão de ATP em AMPc (monofosfato cíclico de adenosina) 

e consequentemente a ativação da PKA (proteína quinase A), que resulta em 

vasodilatação. (11) 

Enquanto que os receptores do tipo D2-like estão acoplados à 

e geram inibição da atividade da AC e redução dos níveis de AMPc e, 

consequentemente, a diminuição da ativação de PKA, ocasionando a 

vasoconstrição. (11) 

 

 
Imagem 4: (18) Modulação da adenilatociclase (AC) mediada por receptores 

dopaminérgicos. (GDP: guanosina difosfato, GTP: guanosina trifosfato) 

 

Foi visto que a síntese e a liberação de catecolaminas está associada à 

existência de terminais nervosos nos vasos. (19-20) 

Todavia, recentemente foi demonstrado que vasos umbilicais humanos 

(21), assim como aorta de Chelonoidis carbonaria (22) exibem liberação de 



17 
 

dopamina, sendo esta dependente da viabilidade do endotélio. Vale ressaltar 

que estes vasos não possuem inervação, demonstrado através de imuno-

histoquímica, com ausência de marcadores nervosos. Foi identificado em células 

endoteliais de aorta de Chelonoidis carbonaria (23) e de artérias e veias 

umbilicais humanas, a presença da enzima tirosina hidroxilase, responsável por 

catalisar a conversão de L-tirosina em L-DOPA. (24) 

É sabido que através de diferentes mecanismos bioquímicos ocorre 

formação de nitroderivados de catecolaminas, e que em pH fisiológico, NO reage 

de forma eficaz com neurotransmissores de catecolaminas (dopamina e 

noradrenalina) originando 6-nitroderivados. (25) 

As nitrocatecolaminas: 6-Nitrodopamina (Imagem 5) e 6-

nitronoradrenalina, são produtos da presumível nitração dependente de óxido 

nítrico (NO) de dopamina e noradrenalina, e relatados como inibidores 

competitivos reversíveis do óxido nítrico neuronal sintase (nNOS) (26). Foi 

observado que a 6-nitronoradrenalina e 6-nitroadrenalina foram extraídas do 

cérebro de ratos (27,28) e o transporte de noradrenalina em sinaptossomas de 

ratos é bloqueado por 6-nitronoradrenalina (27). Essas nitrocatecolaminas têm 

sido propostas como mediadoras neuronais no sistema nervoso central, uma vez 

que a administração intratecal de 6-nitronoradrenalina induz analgesia devido à 

liberação de noradrenalina (29) 

 

 
Imagem 5: Estrutura molecular da 6-ND 

 

A estimulação de campo elétrico (EFS) é uma técnica na qual é aplicado 

uniformemente um estímulo de campo a um tecido isolado, em ondas de largura 

de pulso curto, (30,31). A EFS pode causar contração ou relaxamento do tecido, 

a depender do(s) mediador(es) liberado(s) (31,32). Ao ser realizado o estímulo 

de campo elétrico, foi visto que o mesmo induz contrações de vasos do cordão 

umbilical, dependentes da presença do endotélio, essas contrações são 

potencializadas na presença de L-NAME (inibidor de óxido nítrico sintase). O 
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cordão umbilical não detém de inervações, sendo comprovado através de 

técnica de imunofluorescência, na qual não foi identificado fibras nervosas. (24) 

Tecidos vasculares como vasos do cordão umbilical humano (33) anéis 

aórticos de Chelonoidis carbonarius (34), Pantherophis guttatus (35) e de 

Callithrix spp (36) apresentam liberação basal de 6-nitrodopamina (6-ND), ao 

serem analisados por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa 

em tandem (LC-MS/MS). A síntese/liberação de 6-ND é inibida quando esses 

tecidos vasculares são pré-incubados com o inibidor de óxido nítrico sintase (L-

NAME), e quando o endotélio é removido mecanicamente.  

A 6-ND é um potente agente vasorrelaxante, comportando-se como um 

antagonista verdadeiramente seletivo do receptor D2-like da dopamina nesses 

tecidos. No sistema cardiovascular, o 6-ND também atua como cronotrópico 

positivo (37), sendo cem vezes mais potente que as catecolaminas clássicas, 

noradrenalina e adrenalina.  

Neste estudo, determinamos se os vasos de suínos, como artérias 

coronárias, carótidas, femorais e renais, liberam 6-ND e o efeito desta nova 

catecolamina sobre eles. 
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2. JUSTIFICATIVA 
 

Tema de relevância, especificamente no quesito de xenotransplantes. 

Embora, de uma perspectiva imunológica, os órgãos de primatas não humanos 

sejam mais adequados geneticamente para xenotransplantes, muitas espécies 

de primatas não humanos estão em perigo de extinção ou são muito pequenos 

para fornecer órgãos apropriados para xenotransplantes em humanos adultos 

grandes. Por exemplo, no primeiro transplante de coração realizado em humano 

envolvendo um doador chimpanzé, o coração era muito pequeno para suportar 

a circulação (38). Desta maneira, os suínos são considerados a melhor espécie 

como fonte de xenotransplante, uma vez que sua disponibilidade é ilimitada e 

sua anatomia e fisiologia são próximas aos humanos (39). De fato, um 

xenotransplante com coração suíno foi realizado em uma pessoa (40). Assim, a 

obtenção de conhecimentos neste assunto, possibilitará no futuro, um avanço 

em terapia de diversas situações fisiopatológicas. 

3. OBJETIVOS 
 
Objetivos Gerais 

 
No presente estudo, é proposto ampliar a investigação sobre a ação da 6-

nitrodopamina. 
 

Objetivos Específicos 
 
a. Liberação da 6-ND, e observação de sua potência vasodilatadora em vasos 

suínos. 

b. Avaliar e quantificar por espectrometria de massa (LC-MS/MS) a liberação 

basal de 6-ND, dopamina, noradrenalina e adrenalina.  

c. Caracterizar o efeito vasodilatador da 6-ND em vasos pré-contraídos providos 

e desprovidos de endotélio; 

d. Efeito da 6-ND na contração induzida por EFS na presença e ausência de 

endotélio íntegro; 

e. Avaliar a presença do marcador de célula neural, calretinina, através de 

imuno-histoquímica em todos os vasos testados. 

f. Através da imuno-histoquímica avaliar a presença da enzima tirosina 

hidroxilase nas células endoteliais dos vasos testados. 



20 
 

4. MÉTODOS  
 

4.1 População e amostra do estudo 
 

Suínos machos adultos (Sus scrofa domesticus; 90 a 120 kg) foram 

fornecidos pela Granja Geraldo José Vermeulen (Hortolândia, SP, Brasil). Todos 

os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética para Uso de 

Animais da UNICAMP (CEUA; Protocolo nº 5585-1/2020 e 5526-1/2020) 

seguindo as Diretrizes Brasileiras para Produção, Manutenção e Uso de Animais 

para Ensino ou Pesquisa do Conselho Nacional de Controle em Experimentação 

Animal (CONCEA), bem como seguindo as diretrizes ARRIVE (41). 

 

4.2  Preparação arterial 
 

Suínos machos adultos foram eutanasiados por cetamina (15 mg/kg; IM), 

fentanil (25 mg/kg; IV) e administração de tiopental (100 mg/kg; IV) seguido de 

exsanguinação. Após a eutanásia, a veia cava superior e as artérias carótidas, 

coronárias descendentes esquerdas, femorais, renais e pulmonares foram 

removidas, com cuidado especial para não danificar a camada endotelial ou 

dilatar demais os vasos durante o procedimento. As artérias foram colocadas em 

um recipiente com solução de Krebs-Henseleit fria (4°C) (KHS, em mM: NaCl 

118, KCl 4,7, CaCl2 2,5, MgSO4 1,2, NaHCO3 25, KH2PO4 1,2 e dextrose 5,6; pH 

7,4, 95% O2 / 5% CO2). Quando necessário, a remoção das células endoteliais 

foi realizada esfregando suavemente os vasos com pinças.  

 

4.3 Liberação basal de catecolaminas dos vasos suínos 
 

Dois anéis (15 mm de diâmetro) de cada carótida, anéis descendentes da 

artéria coronária, femoral e renal e duas tiras da veia cava superior e da artéria 

pulmonar (15 mm de comprimento), com endotélio íntegro foram colocados em 

um órgão de 5 mL banho contendo KHS aquecido (37 ºC) e oxigenado (95% O2 

/ 5% CO2) e ácido ascórbico (3 mM) por 30 minutos. As tiras foram incubadas 

por 30 minutos e uma alíquota de 2 mL foi coletada e armazenada a -20 ºC até 
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a análise. Protocolos semelhantes foram realizados em anéis desnudados das 

artérias femoral e carótida. 

 

 4.4 Análise por LC-MS/MS  
 

O método empregado para a quantificação de 6-ND (34) foi modificado 

para permitir a dosagem das quatro catecolaminas (6-ND, dopamina, 

noradrenalina e adrenalina) em uma única corrida cromatográfica. 

Resumidamente, a extração das catecolaminas do KHS (1 mL) foi realizada por 

extração em fase sólida. Utilizados como padrões internos, 50 µL (100 ng/mL) 

das catecolaminas deuteradas foram adicionados a 1 mL de KHS e as amostras 

foram homogeneizadas por 10 segundos. Os cartuchos poliméricos de extração 

em fase sólida reversa (SPE) Strata -X de 33 m foram pré-lavados com MeOH 

(1 mL) seguido de H2O deionizada (2 mL). Após a introdução da amostra no 

cartucho, o cartucho foi posteriormente lavado 3 vezes com H2O deionizada. As 

catecolaminas foram então eluídas com 900 mL de MeOH/H2O (90/10, v/v) com 

ácido fórmico (0,1%). O eluato foi evaporado sob fluxo de N2 a 50 °C. O resíduo 

foi dissolvido em 100 mL de acetonitrila/H2O (50/50, v/v) com ácido fórmico 0,1% 

e transferido para frascos prontos para injeção na fase móvel 75% de A 

composto de H2O deionizado com 0,1% de ácido fórmico (v/v) e 25% de B 

composto de acetonitrila/H2O (90/10, v/v) com ácido fórmico a 0,1. A fase móvel 

perfundiu um Sistema Shimadzu de Cromatografia Líquida LC ADvp acoplado a 

um Espectrômetro de Massa Triplo Quadrupolo Shimadzu 8060 operando no 

modo ESP+ a 350 mL/min (Shimadzu Corp., Kyoto, JP). Os resíduos dissolvidos 

foram injetados por um autoinjetor SIL-30AC a 8°C. As transições monitoradas 

por eletrospray monitoramento de reação múltipla (MRM), volume de injeção, 

tempo de execução e limite de quantificação foram descritos em outro lugar 

(35,37). Os resultados são expressos como média ± erro padrão da média.   

 

4.5  Efeito do 6-ND em anéis arteriais pré-contraídos  
 

Resumidamente, anéis (5 mm) das artérias carótida, coronária 

descendente esquerda, femoral e renal foram suspensos verticalmente entre 

dois ganchos de metal em banhos de órgãos de 10 mL contendo KHS, 
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continuamente gaseados com uma mistura de 95% O2: 5% CO2 (pH 7,4) a 37 

°C. Os tecidos foram equilibrados sob uma tensão de repouso de 10 mN, e a 

tensão isométrica foi registrada usando o sistema PowerLab (ADInstruments, 

Inc., Dunedin, Nova Zelândia).  

Os anéis arteriais com endotélio íntegro e desnudo foram pré-contraídos 

com o tromboxano A2 (TXA2) mimético U-46619 (3 nM). Após a obtenção de 

uma contração sustentada, curvas cumulativas de concentração-resposta para 

6-ND (10 pM  1 µM) ou o antagonista seletivo do receptor D2 da dopamina L-

741,626 (10 pM  1 µM) foram realizadas (42). Em um conjunto separado de 

experimentos, os anéis de artéria foram pré-incubados com o inibidor de óxido 

nítrico sintase L-NAME (100 µM) ou o inibidor de heme-sítio da guanilil ciclase 

solúvel ODQ (100 µM). As respostas de relaxamento foram expressas como 

porcentagem da resposta contrátil.  

4.6  Contrações induzidas por estimulação de campo elétrico (EFS) de 
vasos suínos  

 
Anéis arteriais com endotélio intacto e sem endotélio foram submetidos a 

EFS a 60 V por 30 segundos, a 8-16 Hz em pulsos de onda quadrada (largura 

de pulso de 0,3 ms, atraso de 0,1 ms), usando um estimulador Grass S88 (Grass 

Instruments, Astro-Med. Inc., West Warwick, RI, EUA). As contrações induzidas 

por EFS de anéis de artérias com endotélio intacto foram realizadas na presença 

ou não de L- -ND 

ina L-

Cloreto de potássio (KCl, 80 mM) foi adicionado no início e no final dos protocolos 

experimentais para avaliar a reatividade do tecido após EFS. (21) 

 

 4.7 Imuno-histoquímica para anticorpo anti calretinina 
 

A imuno-histoquímica foi realizada manualmente. Resumidamente, 

seções de 4 a 5 mm de amostras previamente fixadas em formalina a 10% e 

embebidas em parafina de artérias do Sus domesticus (ramo descendente 

anterior esquerdo da coronária

tipo de artéria) foram desparafinizadas em xileno e reidratadas em uma série de 

banhos de etanol de concentração crescente. Em seguida, foram incubados em 

tampão citrato a pH 6,0 em vaporizador por 40 minutos (a aproximadamente 95 
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°C). Em seguida, os cortes foram incubados por 2 horas em temperatura 

(código de catálogo: ab92341; diluição: 1:100 em PBS; Abcam, Cambridge, 

Reino Unido). Posteriormente, essas seções foram incubadas com o NovoLink 

Max Polymer Detection System (Novocastra/Leica Biosystems, Wetzlar, DE), 

seguindo as instruções do fabricante e usando diaminobenzidina (líquido DAB, 

DakoCytomation, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) como cromógeno 

(que produz um precipitado marrom no local de ligação do anticorpo). Por fim, 

os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e alocados em 

lamínulas com interface com Entellan. Seções fixadas em formalina e embebidas 

em parafina de plexo mioentérico humano e cérebro Sus domesticus foram 

usadas como controles positivos para a presença de calretinina. Todas as 

lâminas foram examinadas usando um microscópio trinocular Eclipse E200 

(Nikon, Tóquio, JP) acoplado a uma câmera digital CMOS de 10MP (AmScope, 

Irvine, CA, EUA). 

 

4.8 Imuno-histoquímica para anticorpo anti-tirosina hidroxilase 
 
As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% e, 

posteriormente foram submetidas ao protocolo de processamento histológico em 

um histotécnico da marca Lupetec.  As amostras foram artérias do Sus 

domesticus (ramo descendente anterior esquerdo da coronária, renal, carótida e 

femoral; N = 4, uma amostra por tipo de artéria).  Para a imuno-histoquímica 

foram feitos cortes de 4 µm. As amostras dispostas em lâminas silanizadas foram 

desparafinizadas em xileno e reidratadas em uma série de banhos de etanol de 

concentração crescente. As amostras foram incubadas em tampão citrato a pH 

6,0 em panela a vapor por 40 minutos (a aproximadamente 95°C).  Em seguida, 

foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente (25°C) com anti-tirosina 

hidroxilase (código de catálogo: ab76442; diluição: 1:500 em PBS; Abcam, 

Cambridge, Reino Unido). Posteriormente, essas amostras foram incubadas 

com o NovoLink Max Polymer Detection System (Novocastra/Leica Biosystems, 

Wetzlar, DE), seguindo as instruções do fabricante, e usando diaminobenzidina 

(líquido DAB, DakoCytomation, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) 

como cromógeno (que produz um precipitado marrom no local de ligação do 
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anticorpo). Por fim, os cortes foram contracorados com hematoxilina de Harris e 

montados em lamínulas com interface com Entellan. Cortes fixados em formalina 

e embebidas em parafina de gânglios da base humano e cerebelo de Sus 

domesticus foram usadas como controles positivos para a presença de tirosina 

hidroxilase. Todas as lâminas foram avaliadas, usando um microscópio trinocular 

Eclipse E200 (Nikon, Tóquio, JP) acoplado a uma câmera digital CMOS de 10MP 

(AmScope, Irvine, CA, EUA). 

 

5. SUBSTÂNCIAS E MATERIAIS 
 

-nitro-L-arginina (L-NAME) e 

ácido ascórbico foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemicals Co. (St Louis, MO, 

EUA). Adrenalina, noradrenalina, L-741,626, 1H-[1,2,4] oxadiazolo[4,3-

a]quinoxalina-1-ona (ODQ), tetrodotoxina e U-46619 foram adquiridos da 

Cayman Chemical Co (Ann Arbor, MI, EUA). 6-Nitrodopamina e 6-

nitrodopamina-d4 foram adquiridos da Toronto Research Chemicals (Toronto, 

Ontario, CA). Cloridrato de dopamina-d3, cloridrato de DL-noradrenalina-d6 e 

cloridrato de adrenalina-d6 foram adquiridos da CDN Isotopes (Pointe-Clair, 

Quebec, CA). Os cartuchos Strata -X 33-mm Polymeric Reversed SPE foram 

adquiridos da Phenomenex (Torrance, CA, EUA) e as colunas GIST-HP C18 

foram obtidas da Shimadzu Europa (Duisburg, DE). Cloreto de sódio (NaCl), 

cloreto de potássio (KCl), cloreto de cálcio (CaCl2), sulfato de magnésio 

(MgSO4), bicarbonato de sódio (NaHCO3), fosfato de potássio monobásico 

(KH2PO4) e glicose foram adquiridos da Merck KGaA (Darmstadt, DE).   

6. ANÁLISE DE DADOS 
 

A análise de regressão não linear para determinar o pEC50 foi realizada 

usando GraphPad Prism (GraphPad Software, versão 9.4, San Diego, CA, EUA) 

com a restrição de que F = 0. Todos os dados de concentração-resposta foram 

avaliados para um ajuste a uma função logística em a forma: E = 

Emax/([1+(10c/10x)n]+F, onde E representa o aumento da resposta contrátil 

induzida pelo agonista; Emax é o efeito máximo do agonista; c é o logaritmo da 

concentração do agonista que produz 50% de Emax; x é o logaritmo da 

concentração da droga; o termo exponencial, n, é um parâmetro de ajuste de 
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curva que define a inclinação da linha concentração-resposta, e F é a resposta 

observada na ausência de droga adicionada. Os valores dos dados EC50 

representam a média ± erro padrão da média (EPM) de n experimentos. Os 

valores de Emax foram expressos em níveis percentuais de relaxamentos da pré-

contração induzida por U-46619 (protocolos de relaxamento).  

Os dados são expressos como média ± erro padrão da média (EPM) do 

número de experimentos. Nos experimentos farmacológicos, o número de 

experimentos é expresso como x/y, onde x representa o número de animais e y 

o número de anéis empregados no experimento. As contrações foram 

quantificadas em mili-Newtons (mN). Um anel foi usado como resposta de 

controle e o outro anel foi incubado com um antagonista/inibidor. Um teste t não 

pareado de 2 caudas foi empregado e as diferenças entre os grupos e P < 0,05 

foram consideradas significativas. Para análise de Emax e pEC50, foi usado um 

teste t não pareado.  
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7. RESULTADOS 

7.1 Liberação basal de catecolaminas pelas artérias suínas  
 

Tabela S7. Liberação basal diferencial de catecolaminas em artérias suínas. 
Em vasos com endotélio intacto, a liberação basal de 6-ND foi observada nas artérias coronária, 
anéis carotídeos, artéria renal, artéria pulmonar, veia cava superior. Nos anéis arteriais com 
ausência de endotélio, o 6-ND não foi detectado nos anéis femoral e carotídeo. 
Em vasos com endotélio intacto, a liberação basal de dopamina foi observada em artéria 
coronária, artéria femoral, artéria carótida. Níveis de dopamina foram detectados em artéria 
pulmonar, veias cavas superiores. Em vasos com ausência do endotélio, a dopamina foi 
detectada em artéria femoral, anéis da artéria carótida. 
Em vasos com endotélio íntegro, a liberação basal de adrenalina foi detectada na artéria femoral, 
artéria carótida, artéria, veias cavas superiores. Nenhuma liberação basal de adrenalina foi 
detectada nos anéis das artérias coronárias e renais. Em vasos com ausência do endotélio, a 
adrenalina foi detectada em artéria, artéria carótida. Não foi detectada liberação basal de 
noradrenalina em nenhum dos vasos investigados.  

 
 Em vasos com endotélio intacto, a liberação basal de 6-ND foi observada 

em 10 de 20 anéis de artéria coronária (0,2 ± 0,1 ng/mL), em 10 de 32 anéis de 

artéria femoral (0,3 ± 0,1 ng/mL), em 12 de 32 anéis carotídeos (0,2 ± 0,1 ng/mL), 

em 10 de 10 anéis de artéria renal (1,0 ± 0,3 ng/mL), em 16 de 36 tiras de artéria 

pulmonar (0,2 ± 0,1 ng/mL), em 12 de 20 veia cava superior (0,2 ± 0,1 ng/mL). 

Nos anéis arteriais despidos de endotélio, o 6-ND não foi detectado nos anéis 

femoral (14 anéis) e carotídeo (16 anéis).  

 Em vasos com endotélio intacto, a liberação basal de dopamina foi 

observada em 6 de 20 anéis de artéria coronária (25,2 ± 9,5 ng/mL), em 10 de 

32 anéis de artéria femoral (0,7 ± 0,2 ng/mL), em 16 de 32 anéis da artéria 

carótida (2,1 ± 0,5 ng/mL). Níveis de dopamina foram detectados em 30 de 36 

tiras de artéria pulmonar (5,6 ± 1,7 ng/mL), em 4 de 20 veias cavas superiores 

(2,1 ± 0,5 ng/mL). Em vasos despidos de endotélio, a dopamina foi detectada em 

6 dos 14 anéis da artéria femoral (0,2 ± 0,1 ng/mL) e 6 dos 16 anéis da artéria 

carótida (0,2 ± 0,1 ng/mL).  

7. Vessel 6-Nitrodopamine Dopamine Noradrenaline Adrenaline 

Coronary artery E+ + ++++ - - 

Femoral artery E+ + ++ - ++++ 
Femoral artery E- - + - + 

Carotid artery E+ + ++ - +++ 
Carotid artery E- - + - + 

Renal artery E+ ++ - - - 

Pulmonary artery E+ + +++ - ++ 
Superior vena cava E+ + ++ - ++++ 
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Em vasos com endotélio íntegro, a liberação basal de adrenalina foi 

detectada em 20 dos 20 anéis da artéria femoral (17,6 ± 6,2 ng/mL) e em 32 dos 

32 anéis da artéria carótida (10,4 ± 5,7 ng/mL), em 12 dos de 24 tiras de artéria 

pulmonar (0,7 ± 0,1 ng/mL) e em 20 de 20 veias cavas superiores (17,8 ± 4,0 

ng/mL). Nenhuma liberação basal de adrenalina foi detectada nos anéis das 

artérias coronárias e renais. Em vasos despidos de endotélio, a adrenalina foi 

detectada em 10 dos 14 anéis da artéria femoral (0,4 ± 0,1 ng/mL) e 8 dos 16 

anéis da artéria carótida (0,2 ± 0,1 ng/mL). Não foi detectada liberação basal de 

noradrenalina em nenhum dos vasos investigados.  
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7.2 Efeito de 6-ND e L-741.626 em anéis arteriais pré-contraídos com U-
46619 
 

Figura 1 
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Drug/Vessel         pEC50 (log [M]           Emax [%] n 

6-Nitrodopamine    
Coronary artery E+ 8.49 ± 0.37 72.65 ± 8.79 4/6 
Coronary artery E- 7.67 ± 0.21* 26.08 ± 9.38* 4/6 
Femoral artery E+ 7.54 ± 0.15 72.30 ± 9.28 4/7 
Femoral artery E- 5.45 ± 0.75* 13.73 ± 4.46* 4/8 
Carotid artery E+ 8.53 ± 0.26 69.88 ± 7.67 4/7 
Carotid artery E- 7.22 ± 0.34* 23.56 ± 7.31* 4/7 
Renal artery E+ 8.11 ± 0.13 71.06 ± 5.5 4/5 
Renal artery E- 7.33 ± 0.32* 27.48 ± 4.77* 4/5 

L-741,626    
Coronary artery E+ 8.45 ± 0.20 68.32 ± 9.68 3/5 
Coronary artery E- 6.51 ±1.22* 14.10 ±3.86* 3/5 
Femoral artery E+ 7.47 ± 0.19 65.40 ± 10.34 3/5 
Femoral artery E- 7.07 ± 0.37* 7.06 ± 1.85* 3/5 
Carotid artery E+ 8.40 ± 0.22 83.82 ±15.08 4/5 
Carotid artery E- 7.67 ± 0.25* 21.32 ± 4.85* 4/5 
Renal artery E+ 8.59 ± 0.33 65.16 ± 6.48 4/5 
Renal artery E- 7.96 ± 0.31* 12.05 ± 3.88* 4/5 

Tabela S1: A potência (pEC50) e a resposta máxima (Emax) das curvas de concentração-
resposta a 6-Nitrodopamina e L-741.626 (um antagonista do receptor D2 da dopamina) em 
artérias suínas na ausência (E-) e presença (E+) de endotélio. 
*pEC50 é definido como o logaritmo negativo de EC50; Emax é o efeito máximo na concentração máxima da 
droga; n é o número de anéis de vaso. * P <0,05 em comparação com os respectivos valores de controle. 

 
 

Em anéis de artéria coronária pré-contraídos com a substância U-46619 

(3 nM), composto com papel de agonista do tromboxano A2, a 6-ND (Fig. 1A) e 

L-741.626 (Fig. 1B) causaram relaxamentos dependentes da concentração, que 

foram fortemente reduzidos em anéis arteriais sem endotélio (Figs. 1A e 1B; 

Tabela S1). Resultados semelhantes foram observados nos anéis da artéria 

femoral (Figs. 1C e 1D; Tabela S1), anéis da artéria carótida (Figs. 1E e 1F) e 

nos anéis da artéria renal (Figs. 1G e 1H; Tabela S1) 
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7.3 Efeito de 6-ND e L-741.626 em anéis arteriais pré-tratados com L-
NAME  

 

 
Figura 2 

. 
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Drug/Vessel        pEC50 (log [M]         Emax [%] N 

6-Nitrodopamine    
Coronary artery  8.57 ± 0.36 59.28 ± 7.54 4/7 
Coronary artery + L-NAME 100 µM 8.84 ± 0.35 67.02 ± 6.29 4/6 
Femoral artery 7.60 ± 0.33 84.39 ± 4.17 4/6 
Femoral artery + L-NAME 100 µM 7.63 ± 0.43 85.78 ± 8.46 4/6 
Carotid artery 8.11 ± 0.30 81.41 ± 9.17 4/7 
Carotid artery + L-NAME 100 µM 7.77 ± 0.27 86.37 ± 8.02 4/7 
Renal artery  7.87 ± 0.20 72.78 ± 6.36 4/7 
Renal artery + L-NAME 100 µM 7.95 ± 0.22 67.87 ± 9.68 4/7 

L-741,626    
Coronary artery  8.87 ± 0.24 68.22 ± 7.61 3/6 
Coronary artery + L-NAME 100 µM 8.89 ± 0.20 65.78 ± 8.53 3/6 
Femoral artery 7.64 ± 0.18 62.76 ± 7.33 4/7 
Femoral artery + L-NAME 100 µM 7.92 ± 0.30 58.82 ± 6.05 4/7 
Carotid artery 8.21 ± 0.31 82.68 ± 11.71 3/6 
Carotid artery + L-NAME 100 µM 8.33 ± 0.33 84.86. ± 11.60 3/6 
Renal artery  8.59 ± 0.33 59.87 ± 7.48 4/6 
Renal artery + L-NAME 100 µM 8.19 ± 0.25 69.72 ± 9.12  4/6 

Tabela S2. A potência (pEC50) e a resposta máxima (Emax) das curvas de concentração-
resposta a 6-Nitrodopamina e L-741.626 (um antagonista do receptor D2 da dopamina) em 
artérias suínas na ausência e presença de um inibidor da NO sintase (L-NAME ;100 µM). 

*pEC50 é definido como o logaritmo negativo de EC50; Emax é o efeito máximo na droga alta; n 
significa o número de anéis de vasos. * P < 0,05 em comparação com os respectivos valores de controle 

 
Os relaxamentos induzidos por 6-ND (Fig. 2A; Tabela S2) e L-741.626 

(Fig. 2B; Tabela S2) não foram afetados pelo pré-tratamento dos anéis da artéria 

coronária descendente esquerda com L-NAME (100 mM). Resultados 

semelhantes foram observados nos anéis da artéria femoral (Figs. 2C e 2D; 

Tabela S2), anéis da artéria carótida (Figs. 2E e 2F; Tabela S2) e nos anéis da 

artéria renal (Figs. 2G e 2H; Tabela S2).  
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7.4 Efeito de 6-ND e L-741.626 em anéis arteriais pré-tratados com ODQ 
 

 
Figura 3 
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Drug/Vessel             pEC50 (log [M])       Emax [%] n 
6-Nitrodopamine    

Coronary artery  8.56 ± 0.12 73.80 ± 8.15 4/8 
Coronary artery + ODQ 100 µM 8.57 ± 0.22 71.89 ± 12.10 4/8 
Femoral artery 7.75 ± 0.28 74.65 ± 2.36 3/5 
Femoral artery + ODQ 100 µM 7.99 ± 0.30 69.67 ± 6.12 3/5 
Carotid artery 8.13 ± 0.25 73.10 ± 7.80 4/7 
Carotid artery + ODQ 100 µM 8.29 ± 0.36 58.20 ± 5.50 4/ 
Renal artery  8.00 ± 0.17 81.31 ± 6.72 4/7 
Renal artery + ODQ 100 µM 7.72 ± 0.18 71.42 ± 13.36 4/7 

L-741,626    
Coronary artery  7.72 ± 0.70 73.80 ± 8.15 4/7 
Coronary artery + ODQ 100 µM 8.24 ± 0.43 71.89 ± 12.10 4/7 
Femoral artery 8.23 ± 0.52 71.11 ± 3.04 4/6 
Femoral artery +  
ODQ 100 µM 

7.45 ± 0.20 75.53 ± 9.96 4/6 

Carotid artery  7.63 ± 0.30 84.39 ± 6.33 3/5 
Carotid artery + ODQ 100 µM 7.71 ± 0.60 81.36 ± 8.60 3/5 
Renal artery  7.99 ± 0.18 76.58 ± 4.90 4/5 
Renal artery + ODQ 100 µM 7.56 ± 0.26 80.40 ± 4.83 4/5 

Tabela S3. A potência (pEC50) e a resposta máxima (Emax) das curvas de concentração-
resposta para 6-Nitrodopamina e L-741.626 (um antagonista do receptor D2 da dopamina) em 
artérias suínas na ausência e presença de um inibidor heme-sítio da proteína solúvel guanilil 
ciclase (ODQ; 100 µM) 
*pEC50 é definido como o logaritmo negativo de EC50; Emax é o efeito máximo na droga alta; n significa o 
número de anéis de vasos. * P < 0,05 em comparação com os respectivos valores de controle. 

 

Os relaxamentos induzidos por 6-ND (Fig. 3A; Tabela S3) e L-741.626 

(Fig. 3B; Tabela S3) não foram afetados pelo pré-tratamento dos anéis da artéria 

coronária com ODQ (100 mM). Resultados semelhantes foram observados nos 

anéis da artéria femoral (Figs. 3C e 3D; Tabela S3), anéis da artéria carótida 

(Figs. 3E e 3F; Tabela S3) e nos anéis da artéria renal (Figs. 3G e 3H; Tabela 

S3).  
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7.5 Efeito de L-NAME e ODQ nas contrações induzidas por EFS  

 
Figura 4 
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Drug/Vessel 8 Hz [mN] 16 Hz [mN] n 

Coronary artery 4.25 ± 0.42 6.81 ± 0.90 4/7 
Coronary artery + L-NAME 100 µM 6.89 ± 0.54* 10.21 ± 1.40* 4/7 
Femoral artery 6.76 ± 1.43 8.91 ± 1.56 3/6 
Femoral artery + L-NAME 100 µM 13.08 ± 3.03* 17.36 ± 2.96* 3/6 
Carotid artery 10.42 ± 1.05 13.34 ± 1.49 4/8 
Carotid artery + L-NAME 100 µM 17.23 ± 1.44* 21.67 ± 1.74* 4/8 
Renal artery 8.57 ± 1.96 15.48 ± 1.80 4/8 
Renal artery + L-NAME 100 µM 14.89 ± 2.21* 23.28 ± 2.09* 4/8 
Coronary artery 5.94 ± 1.28 7.74 ± 1.36 4/7 
Coronary artery + ODQ 100 µM 5.43 ± 1.07 7.19 ± 1.14 4/7 
Femoral artery 8.00 ± 2.22 9.84 ± 2.44 4/8 
Femoral artery + ODQ 100 µM 8.46 ± 1.83 10.33 ± 2.13 4/8 
Carotid artery 12.09 ± 1.97 17.72 ± 2.13 4/7 
Carotid artery + ODQ 100 µM 13.76 ± 2.62 16.04 ± 1.47 4/7 
Renal artery 7.51 ± 1.48 12.24 ± 1.25 3/6 
Renal artery + ODQ 100 µM 6.85 ± 1.38 11.81 ± 1.32 3/6 
    

Tabela S4. Efeito de um inibidor da NO sintase (L-NAME;100 µM) e um inibidor heme-sítio da 
guanilil ciclase solúvel (ODQ;100 µM) na contração induzida por Estimulação de Campo Elétrico 
em artérias suínas isoladas. 
* P < 0,05 em comparação com os respectivos valores de controle. 
 
 A estimulação do campo elétrico causou contrações dependentes da 

frequência (8 e 16 Hz) dos anéis da artéria coronária (Figs. 4A e 4B; Tabela S4), 

que foram significativamente potencializadas pelo pré-tratamento com L-NAME 

(30 min; Fig. 4A; Tabela S4), mas não afetado pelo pré-tratamento (30 min) com 

ODQ (100 mM; Fig. 4B; Tabela S4). Resultados semelhantes foram observados 

nos anéis da artéria femoral (Figs. 4C e 4D; Tabela S4), anéis da artéria carótida 

(Figs. 4E e 4F; Tabela S4) e nos anéis da artéria renal (Figs. 4G e 4H; Tabela 

S4).  
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7.4 Efeito da remoção do endotélio e TTX nas contrações induzidas por 
EFS  
 

 
  

Figura 5 
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Drug/Vessel 8 Hz [mN] 16 Hz [mN] n 

Coronary artery E+ 7.72 ± 0.95 2.56 ± 0.80 4/7 
Coronary artery E- 3.94 ± 0.30*  0.91 ± 0.29* 4/7 
Femoral artery E+ 10.67 ± 2.56  13.12 ± 2.88 4/8 
Femoral artery E- 1.29 ± 0.71*  1.95 ± 0.70*  4/8 
Carotid artery E+ 16.16 ± 2.63  17.63 ± 2.86  4/8 
Carotid artery E- 13.99 ± 2.46  18.42 ± 2.61  4/8 
Renal artery E+ 10.97 ± 0.66  16.01 ± 1.99  4/8 
Renal artery E- 10.43 ± 2.10  15.80 ± 3.60 4/8 
Coronary artery E+ 4.86 ± 1.19  6.82 ± 1.42  4/7 
Coronary artery + TTx 1 µM 4.88 ± 0.93  6.70 ± 1.14  4/7 
Femoral artery E+ 9.40 ± 2.26  10.69 ± 2.27  3/6 
Femoral artery+ TTx 1 µM 9.31 ± 2.09 10.57 ± 2.42  3/6 
Carotid artery E+ 9.58 ± 2.51  12. 93 ± 2.74  3/6 
Carotid artery + TTx 1 µM 1.82 ± 0.85*  2.48 ± 1.22*  3/6 
Renal artery E+ 10.11 ± 1.73   14.49 ± 1.65  3/5 
Renal artery + TTx 1 µM 4.04 ± 1.32* 5.52 ± 1.60*  3/5 

Tabela S5. Estimulação de campo elétrico induziu contração em artérias suínas isoladas na 
ausência e presença de endotélio (E) ou tetrodotoxina (TTx; 1 µM) 
* P < 0,05 em comparação com os respectivos valores de controle 
  
 A remoção do endotélio causou reduções significativas nas 

contrações induzidas por EFS dos anéis da artéria coronária (Fig. 5A; Tabela 

S5). Em contraste, a pré-incubação com TTX (1 mM; 30 min) não afetou as 

contrações induzidas por EFS dos anéis da artéria coronária (Fig. 5B; Tabela 

S5). Resultados semelhantes foram observados nos anéis da artéria femoral 

(Figs. 5C e 5D; Tabela S5).  

 As contrações induzidas por EFS dos anéis da artéria carótida não 

foram afetadas pela remoção do endotélio (Fig. 5E; Tabela S5), mas foram 

significativamente reduzidas pelo pré-tratamento (30 min) com TTX (1 mM; Fig. 

5F; Tabela S5). Resultados semelhantes foram observados nos anéis da artéria 

renal (Figs. 5G e 5H; Tabela S5).  
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7.5  Efeito de 6-ND e L-741.626 nas contrações induzidas por EFS em 
vasos com endotélio intacto  
 

 
          Figura 6 
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Drug/Vessel 8 Hz [mN] 16 Hz [mN] n 

Coronary artery  8.55 ± 0.69  11.16 ± 0.86  4/8 
Coronary artery 6 ND 1µM  4.36 ± 0.64*   5.58 ± 0.76*  4/8 
Femoral artery 11.48 ± 2.20  14.28 ± 2.29  5/9 
Femoral artery + 6 ND 1µM  4.64 ± 1.62* 6.71 ± 2.45*  5/9 
Carotid artery 26.42 ± 4.64 29.39 ± 4.92 3/6 
Carotid artery 6 ND 1µM 13.14 ± 2.14*  14.40 ± 2.77*  3/6 
Renal artery 12.87 ± 1.40 20.35 ± 2.94  4/6 
Renal artery + 6 ND 1µM 8.06 ± 1.39*  11.72 ± 1.92*  4/6 
Coronary artery 9.41 ± 1.43 11.42 ± 1.48  4/6 
Coronary artery + L741,626 1µM 4.63 ± 0.91*  5.74 ± 1.22* 4/6 
Femoral artery 11.12 ± 1.66  14.16 ± 1.76  4/8 
Femoral artery + L741,626 1µM 6.37 ± 1.32*  7.68 ± 1.53* 4/8 
Carotid artery  19.17 ± 1.57  22.73 ± 4.38  3/6 
Carotid artery + L741,626 1µM 6.88 ± 1.31*   7.93 ± 1.62*  3/6 
Renal artery  12.12 ± 0.84  17.05 ± 1.08  4/8 
Renal artery + L741,626 1µM 7.66 ± 0.91*  10.80 ± 1.27*  4/8 

Tabela S6. Efeito de 6-nitrodopamina (6-ND) e L741.626 (um antagonista do receptor D2 da 
dopamina) na contração induzida por estimulação de campo elétrico em artérias suínas isoladas. 
* P < 0,05 em comparação com os respectivos valores de controle 
 
 Em vasos com endotélio intacto, a pré-incubação (30 min) de 6-ND 

(1 mM; Fig. 6A; Tabela S6) ou L-741.626 (1 mM; Fig. 6B; Tabela S6) reduziu 

acentuadamente as contrações induzidas por EFS do descendente esquerdo 

anéis de artéria coronária. Resultados semelhantes foram observados nos anéis 

da artéria femoral (Figs. 6C e 6D; Tabela S6), anéis da artéria carótida (Figs. 6E 

e 6F; Tabela S6) e nos anéis da artéria renal (Figs. 6G e 6H; Tabela S6).  
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7.6 Detecção imuno-histoquímica para calretinina em artérias suínas  
 

 
Figura 7 
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Figura 8 
  
 A calretinina (um marcador de células neurais) foi consistentemente 

negativa em todos os compartimentos histológicos (túnicas íntima, média e 

externa) de todas as artérias suínas testadas (Fig. 7A-D). Forte positividade para 

este marcador foi observada em ambos os controles positivos, ou seja, plexo 

mioentérico humano normal (Fig. 7E) e cérebro suíno (Fig. 7F). Na artéria renal 

suína, a imunorreatividade da calretinina estava ausente nas túnicas íntima, 

média (Fig. 8A) e externa (Fig. 8B), nervos morfologicamente identificáveis 

estavam presentes na túnica externa (Fig. 8B). 
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7.7 Deteccão imuno-histoquímica para o anticorpo anti-tirosina 
hidroxilase em artérias coronária, carótida, femoral e renal. 
 

 

  
Figura 9: Artéria coronária: A. Controle negativo  túnica íntima (TI) e túnica média (TM); 
B. Controle positivo - túnica íntima e túnica média; C. Controle negativo - vaso e nervo; 
D. Controle positivo - vaso e nervo.  
 

 
Figura 10: Artéria carótida: A. Controle negativo  túnica íntima (TI) e túnica média (TM) 
B. Controle positivo  túnica íntima e túnica média 
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Figura 11: Artéria femoral: A. Controle negativo - túnica média (TM) e túnica intima (TI); 
B. controle positivo. 
 
 

 
Figura 12: Artéria renal: A. Controle negativo - túnica média (TM) e túnica intima (TI); B. 
controle positivo. 
 

 
Figura 13: O marcador do anti-corpo anti-tirosina hidroxilase em gânglios da base 
humano. A. Controle negativo; B. controle positivo. 
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Figura 14: O marcador do anti-corpo anti-tirosina hidroxilase em cerebelo de suíno. A. 
Controle negativo; B. Controle positivo. 
 
 
 A tirosina hidroxilase, enzima responsável pela síntense das 

catecolaminas, foi fortemente evidenciada na túnica íntima, na qual há presença 

de células endoteliais de todas as artérias testadas, e negativo na túnica média 

(Fig 9B; Fig 10B; Fig 11B; Fig 12B). Na túnica adventícia houve positividade do 

anticorpo no endotélio dos capilares menores, vasa vasorum e nervi-vasorum 

(Fig 9D). Nos cortes histológicos dos gânglios da base observou-se 

imunorreatividade no endotélio vascular e mais intenso em feixes axonais 

(Fig.13B), e em cerebelo suíno apresentou positividade para o anticorpo tirosina-

hidroxilase em endotélio de pequenas artérias e, principalmente, em região da 

substância branca. 
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8. DISCUSSÃO  
 

 Os resultados ampliam as observações anteriores de que a 6-

nitrodopamina é liberada dos tecidos vasculares e tem uma potente ação 

vasorrelaxante em vasos pré-contraídos, e com endotélio intacto. 

 A constatação de que apenas o inibidor de óxido nítrico L-NAME 

causou potencialização das contrações induzidas por EFS, enquanto o inibidor 

do sítio heme da guanilato ciclase solúvel, ODQ, (43) não o fez, suporta o novo 

conceito de que 6-ND é o principal mecanismo de ação do NO (35-36). Embora 

a estimulação da via guanilato ciclase solúvel tenha sido proposta como o 

mecanismo de vasodilatação induzida por NO (44), a descoberta de que a 

administração de ODQ a ratos não afetou a pressão arterial média ou a 

frequência cardíaca, embora a inibição ex vivo da guanilato ciclase solúvel tenha 

sido alcançada (45) gerou um paradoxo, agora facilmente resolvido com este 

novo conceito. Se a biossíntese de 6-ND é o resultado da nitrosação direta da 

dopamina após a síntese de NO ou uma via indireta após a oxidação do ânion 

nitrito (NO2-) gerado pelo decaimento de NO para o radical dióxido de nitrogênio 

(NO2-), como demonstrado com heme peroxidases de mamíferos (46) e 

mieloperoxidase (47), ainda precisam ser estabelecidas.  

 As contrações induzidas por EFS foram abolidas quando o endotélio 

das artérias coronárias e femorais foram removidos. A remoção mecânica do 

endotélio aboliu as contrações induzidas por EFS de anéis aórticos obtidos de 

Chelonoidis carbonaria (23), Pantherophis guttatus (48), Crotalus durissus 

terrificus e Bothrops jararaca (49) e anéis de artérias e veias umbilicais humanas 

(24) e as contrações induzidas por EFS nesses tecidos foram insensíveis à 

tetrodotoxina. Essas observações indicam que o endotélio é um tecido excitável; 

de fato, a corrente de sódio dependente de voltagem (INa) foi identificada em 

células endoteliais cultivadas derivadas de artéria interlobar de rato e veia 

umbilical humana (50). Além disso, embora a tetrodotoxina reduza o INa de 

maneira dependente da concentração, a baixa sensibilidade indica que esses 

canais de sódio dependentes de voltagem pertencem ao tipo resistente a TTX 

(51). Esta baixa sensibilidade poderia explicar a falta de efeito da tetrodotoxina 

nas contrações induzidas por EFS dos anéis da artéria coronária e femoral suína. 

Em contraste com as artérias coronárias e femorais, as contrações induzidas por 
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EFS das artérias carótida e renal não foram afetadas pela remoção mecânica do 

endotélio, mas foram abolidas quando os tecidos foram pré-tratados com 

tetrodotoxina. Esses resultados indicam que, muito provavelmente, as 

contrações induzidas por EFS nessas artérias podem ser secundárias à 

estimulação nervosa. No entanto, a imuno-histoquímica da calretinina usada 

como marcador neuronal foi negativa para vasos suínos, mas positiva em 

cérebro suíno. A calretinina é um membro da família EF-hand de proteínas de 

ligação ao cálcio (52) e é encontrada em subpopulações neuronais específicas 

em roedores (53), cérebro de primatas (54) e terminais nervosos da hipófise (55). 

A imunorreatividade para a calretinina também estava presente nos terminais 

nervosos do sistema nervoso simpático de ratos (56). Uma vez que os terminais 

nervosos foram morfologicamente identificados em ambas as fatias da artéria 

carótida e renal, a conclusão é que a calretinina não pode ser considerada um 

marcador confiável para estruturas nervosas em suínos. 

  A caracterização dos terminais nervosos foi realizada por imuno-

histoquímica para tirosina hidroxilase (57), uma enzima envolvida na síntese de 

dopamina, responsável pela conversão da tirosina em L-DOPA (L-di-hidroxi-

fenilalanina) que é também expressa no endotélio vascular de artéria e veia do 

cordão umbilical humano (21,23). Células endoteliais cultivadas de artéria 

mesentérica e aorta de rato (58) e de aorta bovina (59) também expressam as 

enzimas envolvidas na síntese da catecolamina. Desta maneira, o endotélio 

desempenha um papel obrigatório na liberação de dopamina. Em ratos neonatos 

da linhagem Wistar foi demonstrado a origem não neuronal da dopamina, no qual 

a simpatectomia química com 6-hidroxidopamina causou uma redução 

significativa nos níveis de noradrenalina e adrenalina extraídos das aortas, 

enquanto os níveis de dopamina permaneceram inalterados (59). 

 A ação da dopamina na vasculatura é bastante heterogênea, 

dependendo da espécie, dos vasos e das doses. Por exemplo, nas artérias 

coronárias epicárdicas de humanos e macacos, a dopamina induz contrações, 

enquanto na artéria coronária canina induz vasorrelaxamento (60). Mesmo 

dentro da mesma espécie, o mecanismo tem sido considerado complexo, uma 

vez que a dopamina em um cão intacto pode produzir aumento ou diminuição da 

circulação coronária (61). Essa heterogeneidade tem sido associada com suas 

ações nos receptores -adrenérgicos e dopaminérgicos, responsáveis pela 
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vasoconstrição e vasodilatação, respectivamente (62). De fato, nas artérias 

cerebrais caninas, a dopamina causa contração, mas quando pré- -

bloqueador não seletivo fenoxibenzamina (63), causa relaxamento (64). 

Entretanto, a expressão dos receptores de dopamina na vasculatura é complexa; 

cinco genes que codificam receptores de dopamina foram caracterizados e 

esses receptores foram classificados em duas subfamílias: os subtipos de 

receptores tipo D1 (D1R e D5R), cuja ativação estimula a adenilato ciclase, e a 

subfamília de receptores tipo D2 (D2R, D3R e D4R), ligado ao Gi, que inibe a 

adenil ciclase (65). Todos os cinco receptores de dopamina foram identificados 

em leitos vasculares in vitro, por ligação radioligante-receptor, técnicas 

autorradiográficas e imuno-histoquímica (66,67,68). O efeito vasorelaxante de 6-

ND em vasos do cordão umbilical humano (33), anéis aórticos de Chelonoidis 

carbonaria (69), Pantherophis guttatus (35) e Callithrix spp (36) foi devido à 

inibição seletiva de D2 e/ou dos receptores D2-like. Os resultados aqui obtidos com 

artérias suínas apontam para o mesmo mecanismo, uma vez que o efeito 

vasorelaxante do 6-ND é muito semelhante ao causado pelo antagonista seletivo 

do receptor D2 da dopamina, o L741,626 (42). Tanto nas artérias coronárias 

quanto nas femorais, o EFS deveria estar induzindo a liberação de dopamina do 

endotélio, enquanto nas artérias carótidas e renais, a liberação de dopamina 

aparentemente se origina nos terminais nervosos, uma vez que não é afetada 

pela remoção mecânica do endotélio e é bloqueado pela tetrodotoxina. É 

importante mencionar que, ao contrário do L741,626, o 6-ND não interage com 

os receptores adrenérgicos (33,37). De fato, as diferenças de potência (ki) para 

haloperidol (1,4 e 4,7 nM, para D2 e 1-adrenoceptor, respectivamente) e 

risperidona (2,2 e 1,4 nM, para D2 e   1-adrenoceptor, respectivamente) são 

discretas (70,71). O L-741.626 ki para os receptores 1 2-adrenérgicos no 

córtex frontal do rato foi de 6,6 e 5,9 nM, respectivamente, enquanto o L-741.626 

ki para o receptor humano D2 expresso em células de ovário chinesas (CHO) foi 

de 8,4 nM (72).  

 A potência do 6-ND em causar relaxamento nas artérias suínas está 

na seg renal>>femoral. Na artéria coronária e 

carótida com endotélio intacto, o pEC50 para 6-ND foi de aproximadamente 3 nM, 

sendo assim mais potente na artéria coronária do que a noradrenalina (100 nM) 

(73), bradicinina (10 nM) (74) e isoprenalina (7,9 nM) (75). Ao contrário da 
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bradicinina, que libera NO e prostaciclina via ativação dos receptores 2 de 

bradicinina (76), o relaxamento induzido por 6-ND não é afetado pela pré-

incubação dos vasos com L-NAME (33-35-37). A descoberta de que o 6-ND 

aparentemente é o vasodilatador endógeno mais potente das artérias 

coronárias, juntamente com a observação de que é o agente cronotrópico 

positivo endógeno mais potente (37) reforça seu potencial terapêutico no 

tratamento da insuficiência cardíaca aguda e crônica.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

9. CONCLUSÃO 
 
 O estudo complementa observações anteriores de que a 6-

nitrodopamina é liberada dos tecidos vasculares e tem uma potente ação 

vasodilatadora em vasos pré-contraídos. 

 As contrações induzidas por EFS foram abolidas quando o endotélio 

das artérias coronárias e femorais foram removidos, enquanto que nas artérias 

carótidas e renais não foram afetadas pela remoção mecânica do endotélio e, 

foram abolidas quando os tecidos foram pré-tratados com tetrodotoxina, 

indicando que as contrações podem ser secundárias à estimulação nervosa. 

 No estudo imuno-histoquímico a calretinina usada como marcador 

neuronal foi negativa para vasos suínos, mas positiva em cérebro suíno, não 

sendo considerada um marcador confiável para estruturas nervosas em suínos. 

Porém a caracterização dos terminais nervosos para a enzima tirosina 

hidroxilase, foi positiva em todos os endotélios das artérias testadas, inclusive 

em endotélio de capilares menores da artéria coronariana. 

 Os vasos suínos apresentam liberação basal de 6-ND, e a 

vasodilatação induzida por 6-ND é devido ao bloqueio dos receptores 

dopaminérgicos D2/D2-like.  
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11. APÊNDICE  FOTOMICROGRAFIAS DA DETECÇÃO IMUNO-
HISTOQUÍMICA PARA O ANTICORPO ANTI-TIROSINA 
HIDROXILASE 

 

Artéria coronária de suíno. A) controle negativo; B) Imunoexpressão de tirosina 

hidroxilase no endotélio.  

 

 

Artéria carótida de suíno. A) controle negativo; B) Imunoexpressão de tirosina 

hidroxilase no endotélio.  

 

 

Artéria femoral de suíno. A) controle negativo; B) Imunoexpressão de tirosina 

hidroxilase no endotélio. 
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Artéria renal de suíno. A) Imunoexpressão de tirosina hidroxilase no endotélio. 

 

 

 

 

 

 

 


