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RESUMO 

 Santos Eric Xavier dos and De Nucci Gilberto¹ 

¹ Faculty of Medical Sciences, Department of Pharmacology, University of 

Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil 

A 6-nitrodopamina (6-ND) é uma nova catecolamina liberada em vasos de cordão 

umbilical humano e em anéis aórticos de Chelonoidis carbonaria (Jabuti). Sua 

produção e liberação podem ser inibidas por meio do tratamento dos vasos arteriais 

com inibidor da síntese do óxido nítrico (NO), o L-NAME, ou pela remoção mecânica 

do endotélio. A  6-nitrodopamina é um vasodilatador, atuando como antagonista 

seletivo de receptor D2-like dopaminérgico. O presente estudo identificou que a 

liberação de 6-ND ocorre de forma basal no endotélio intacto e no endotélio 

desnudado em anéis aórticos de Pantherophis guttatus. Esta liberação foi 

quantificada pelo método de espectrometria de massas LC-MS-MS. Este estudo 

identificou, ainda, a interação da 6-ND com outras catecolaminas, utilizando a 

técnica de banho de órgãos. Esta técnica consiste na suspensão vertical entre dois 

ganchos metálicos dos anéis aórticos em que a parte inferior do ganho é ligada à 

base e a outra parte é conectada a transdutores isométricos; o tecido fica submerso 

em 10ml de uma solução tampão de Krebs-Henselet. Os anéis aórticos foram 

avaliados de duas formas: uma delas com endotélio intacto e na outra foi retirado o 

endotélio de forma mecânica. Foi identificado que os anéis aórticos que tiveram o 

endotélio intacto apresentaram liberação basal da 6-ND, entretanto, após a 

incubação prévia de L-NAME (100 μM), a liberação foi significativamente reduzida. 

Os anéis aórticos com endotélio foram pré-contraídos com endotelina (3nM)  e, após, 

foram submetidos a uma curva dose resposta com: 6-ND (10pM-1μM) e com L-

761,626 (10pM-1μM), conhecido como um antagonista dopaminérgico de receptor 

D2; as duas drogas induziram um relaxamento  dependente da concentração 

administrada, foi evidenciado que, mesmo com a incubação  de L-NAME, este 

relaxamento não foi alterado. Entretanto, quando foi removido o endotélio, observou-

se uma redução significativa do relaxamento do anel aórtico. Foi identificado que a 

curva produzida pelo efeito da incubação de 6-ND (0.1-1 μM) produziu um 

significativo desvio à direita nas curvas de concentração-resposta com dopamina em 

anéis aórticos com endotélio intacto, que foi pré-tratado com L-NAME (pA2 7.01); no 



  

entanto, as contrações induzidas por noradrenalina e adrenalina não foram afetadas 

pela pré-incubação com 6-ND (1 μM). O estudo também induziu, por estímulos de 

campo elétrico (EFS), a contração dos anéis aórticos. Identificamos que as 

contrações induzidas pelo EFS dos anéis aórticos pré-tratados de L-NAME foram, 

significativamente, inibidas pela incubação com 6-ND (1 μM). O resultado do 

presente estudo identificou que o endotélio dos anéis aórticos de Pantherophis 

guttatus libera a 6-ND; esse achado representa um novo mecanismo pelo qual o NO 

pode modular a reatividade vascular independentemente da produção de cGMP. 

Palavras Chave: DOPAMINA; ÓXIDO NÍTRICO; L-761; ODQ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

 Santos Eric Xavier dos and De Nucci Gilberto¹ 

¹ Faculty of Medical Sciences, Department of Pharmacology, University of 

Campinas (UNICAMP), Campinas, Brazil 

6-Nitrodopamine (6-ND) is a novel catecholamine that is released from human 

umbilical cord vessels and Chelonoidis carbonaria aortic rings. The synthesis/release 

of 6-ND is inhibited by either pre-incubation of the vessels with the nitric oxide (NO) 

synthase inhibitor L-NAME or by mechanical removal of the endothelium. 6- ND 

causes powerful vasorelaxation, acting as a potent and selective dopamine D2-like 

receptor antagonist. Basal release of 6-ND from Panterophis guttatus endothelium 

intact and denuded aortic rings was quantified by LC-MS/MS. In order to evaluate the 

interaction of 6-ND with other catecholamines, aortic rings were suspended vertically 

between two metal hooks in 10-mL organ baths containing Krebs-Henseleit's solution 

and attached to isometric transducers. Endothelium intact aortic rings presented 

basal release of 6-ND, which was significantly reduced by previous incubation with 

L-NAME (100 μM). In endothelin-1 (3 nM) pre-contracted endothelium intact aortic 

rings, 6-ND (10pM-1 μM) and the dopamine D2-receptor antagonist L-761,626 (10 

pM–1 μM) induced concentrationdependent relaxations, which were not affected by 

incubation with L-NAME but greatly reduced in endothelium-removed aortic rings. 6-

ND (0.1–1 μM) produced significant rightward shifts of the concentration-response 

curves to dopamine in LNAME pre-treated endothelium-intact (pA2 7.01) rings. 

Contractions induced by noradrenaline and adrenaline were not affected by pre-

incubation with 6-ND (1 μM). The EFS-induced contractions of L-NAME pre-treated 

endothelium-intact aortic rings were significantly inhibited by incubation with 6-ND (1 

μM). The results indicate that 6-ND released from Pantherophis guttatus aortic rings 

is coupled to NO release and represents a new mechanism by which NO can 

modulate vascular reactivity independently of cGMP production. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Revisão geral das catecolaminas  

 

As catecolaminas apresentam funções de neurotransmissores e funções hormonais. 

Estas substâncias estão no sistema nervoso central e no sistema nervoso periférico. 

Possuem várias funções, as quais dependem dos receptores disponíveis nos órgãos 

alvo¹. São conhecidas como as responsáveis pelos mecanismos de “fugir ou lutar”; 

elas podem ativar os  processos fisiológicos e comportamentais, facilitando, assim, 

a superação ao estresse e, também, de sobrevivência², mas as catecolaminas 

exercem, também, a regulação das atividades orgânicas  (como hormônios e 

neurotransmissores) em situações que não  são de perigo iminente descritas, 

também, como “luta ou fuga”.  As principais catecolaminas são: dopamina (DA), 

noradrenalina (NOR)/Norepinefrina e Noradrenalina/Norepinefrina1,2. 

 

1.1.2 Biossíntese de catecolaminas 
 

As três catecolaminas, anteriormente descritas, são moléculas ativas que atuam 

como hormônios e/ou neurotransmissores fundamentais para homeostase orgânica 

do sistema nervoso (SN). São compostas químicamente pela união de um Catecol 

(anel benzênico e duas hidroxilas) e uma amina (NH2)² ³. Sua biossíntese é regulada 

pelos níveis plasmáticos de Tirosina, que é hidroxilada pela Tirosina Hidroxilase, 

obtendo, assim, a L-DOPA4.  Após esse processo, a dopa descarboxilase (DDC), 

associada à vitamina B6, age na dopa formando a dopamina. A dopamina é liberada 

na corrente sanguínea e/ou pode ser armazenada nas vesículas sinápticas4. Quando 

armazenadas nas vesículas sinápticas, a DOPA pode ser hidroxilada em 

noradrenalina (NOR). Estes processos de biossíntese de catecolaminas ocorrem, 

principalmente, em nervos adrenérgicos ou medula adrenal 1,5.  
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Figura 1. Representação da Síntese de Catecolaminas 

 

1.1.3. Metabolismo e estoque de catecolaminas 
 
O neurônio gera e propaga o potencial de ação por meio do seu axônio; após 

esse processo, a transmissão deste sinal se dá por meio de uma sinapse que libera 

neurotransmissores, disparando um impulso e/ou uma reação em outro neurônio. Os 

neurotransmissores permitem que um neurônio se comunique com o outro através de 

uma ligante ao receptor do outro neurônio³. Os neurônios que liberam os 

neurotransmissores são denominados pré-sinápticos, já os que recebem os 

neurotransmissores são chamados de neurônios pós-sinápticos4. 
A neurotransmissão mediada pela noradrenalina ocorre quando há uma 

despolarização do neurônio simpático pós-ganglionar. O processo inicia-se por meio da 

abertura dos canais de sódio dependentes de voltagem neuronal, resultando, assim, um 

potencial de ação que são conduzidos ao longo do axônio. Quando a despolarização 
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atinge o terminal nervoso, ocorre uma abertura de canais de cálcio dependentes de 

voltagem e, consequentemente, a entrada do cálcio para o interior da célula completando 

o ciclo na função das vesículas com a membrana plasmática pré-sinaptica e liberação 

de Noradrenalina³. Essas são estocadas nas vesículas simpáticas, quando liberadas na 

fenda sináptica. Dentro da fenda sináptica, a noradrenalina se liga aos seus respectivos 

receptores. Na membrana pré-sináptica na presença do transportador de noradrenalina 

responsável pela regulação dos níveis de noradrenalina dentro da fenda sináptica4. Este 

transportador atua como um transmissor dependente de sódio e cloreto, que permite a 

entrada dos neurotransmissores direcionando pela energia eletroquímica do gradiente 

intracelular de sódio.  Dentro do citosol do neurônio, as catecolaminas podem também 

ser desintegradas e oxidadas pela Monoamina Oxidase ( MAO)4,5, a principal 

característica deste transporte é a sua dependência de sódio, usando como o gradiente 

Hidrogênio e Adenosina trifosfato 4.  

O estoque de catecolaminas pelas vesículas é, principalmente, controlado pelo 

gradiente de concentração desses neurotransmissores no citosol e força eletroquímica 

do meio externo para interno da vesícula6. 

 

1.1.4 Vias alternativas de síntese de catecolaminas 
 

Além da via anteriormente descrita, há a descrição na literatura da liberação 

de catecolaminas reportadas em outros tecidos. Em revisão da literatura, há vários 

estudos que relatam a síntese de Tirosina Hidroxilase, Dopamina β-hidroxilase e 

Feniletanolamina N-Metiltransferase no coração durante a embriogênese7,8,9,10. Em um 

estudo com ratos, foi encontrada a síntese de catecolamina de forma basal. Em um outro 

estudo realizado em adipócitos de artéria mesentérica de rato, foi descrita uma produção 

basal de noradrenalina e adrenalina11. 

No sistema imunológico, as catecolaminas são descritas como importantes 

substâncias que desempenham funções primordiais na modulação de anticorpos e 

citocinas12. Há relatos que há produção de catecolaminas no sistema imunológico como 

síntese basal, dependendo do tipo celular. Em células T, há maior produção de 

dopamina, enquanto nas células B, há maior síntese e liberação de noradrenalina e 

adrenalina6. 
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Figura 2. Biossíntese de catecolaminas por neurônios pós-ganglionares na vasculatura. 

VMAT=transportador de monoamina vesicular; DA= dopamina; NE= noradrenalina; COMT= Catecol 

O-Metiltransferase; MAO= monoamino oxidases. 

 

1.2 Dopamina 
 

A dopamina, é uma catecolamina endógena percussora na produção de 

noradrenalina. A sintetização da dopamina foi realizada pela primeira vez em 1910 

pelo pesquisador e Quimico  Barger e pelo farmacologista Henry Dale13,14.  

Esta catecolamina é considerada como uma das mais importantes mediadoras 

cardiovasculares, sendo caracterizada como um modulador e mediador vascular, 

sendo responsável pela manutenção da pressão arterial através do sistema 

dopaminérgico periférico. Esse efeito é descrito em um estudo realizado em 1944 

pelos pesquisadores Holtz e Credner, os autores descreveram que a  dopamina 

versus epirefrina e norepirefrina, produziu um efeito vasopressor em cobaias ( 

coelhos estudados). Em 1963 experimentos realizados por McDonald et al utilizando 
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como amostra seres humanos voluntários saldáveis trouxe como resultado a 

diminuição da resistência vascular renal13,14.   

Os receptores de dopamina são relatados em diversos órgãos e regiões do corpo 

tais como: vasos sanguíneos, néfron, sistema nervoso. Sua ação/efeito biológico são 

mediados através de cinco principais receptores dopamina : D1, D2, D3, D4 e D5 

tendo sua classificação em duas principais famílias D1-like (D1 e D1) e D2-like (D2, 

D3 e D4) estes receptores estão acoplados à proteína G, com base na estimulação 

(Gs) e inibição (Gi) da adenilato ciclase13. 

 A dopamina desempenha uma importante função na Hipertensão arterial, este 

efeito foi evidenciado em 1973 pelos pesquisadores Toda e Goldberg , que 

estudaram as renais e as artérias mesentéricas isoladas de caninos, contraídas com 

cloreto de potássio (KCl; 10-30mM) no qual obteve como resultado um relaxamento 

vascular ocasionado pela infusão de concentrações 1-30 µM. Os receptores que 

estimulam a adenilato ciclase, os receptores dopaminérgicos D1-like estão 

acoplados à proteína Gs, a qual estimula a adenilato ciclase12,13,14. A adenilato 

ciclase catalisa a conversão de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina 

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

desinibir/ativar as subunidades catalíticas. As primeira evidencias dos  receptores de 

dopamina da família D1 foram catalogadas  através da estimulação da adenilato 

ciclase pela dopamina, levando ao acúmulo de AMP cíclico na retina de rato  . Os 

inibidores dos receptores de adenilato ciclase, são os receptores dopaminérgicos 

D2-like os quais são mediados pela ativação das proteínas G heterotriméricas G i/o, 

inativando/reduzindo a adenilato ciclase12,14. Os receptores da família D2-like são 

responsáveis pela inibição da adenilato ciclase no qual age em oposição aos 

receptores da família D1-like, diminuindo a fosforilação de substratos de PKA. A 

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

acumulação de AMP cíclico em adenomas hipofisários secretores de prolactina 

humana13,14. A dopamina também é um neurotransmissor bem conhecidos no 

sistema nervoso central, além de um modulador importante da pressão arterial, do 

equilíbrio de sódio, das funções renal e adrenal, sendo assim relevante para a 

Hipertensão arterial e ou para a continuidade da hipertensão14.  
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Figura 3. Modulação da adenilatociclase (AC) mediada por receptores dopaminérgicos. (GDP: 

guanosina difosfato, GTP: guanosina trifosfato) 

 

1.3 A 6- Nitrodopamina 
 

A 6-nitrodopamina (6-ND) é uma catecolamina derivada a partir da nitração da 

Dopamina, sua função vem sendo estudada, mas até onde conhecemos a mesma 

atua no organismo de diversas espécies como um mediador endógeno do Sistema 

Cardiovascular. A 6 ND demostrou ter atividades biológicas de inibição da captação  

neuronal de norepinefrina, atividade da sintase do óxido nítrico e capacidade contrátil 

nos adrenoceptores vasculares14,15. Esta catecolamina, foi recentemente identificada 

a partir de tecidos vasculares, como vasos umbilicais humanos , e sua liberação 

provou ser substancialmente reduzida quando o endotélio foi removido 

mecanicamente desses vasos, acreditasse que o endotélio tem a relação entre 

síntese ou liberação de 6 ND, quando ela age como agente inotrópico positivo pode 

ser considerada cem vezes mais potente que a dopamina, noradrenalina, e 

adrenalina14,15. A liberação basal de 6-ND foi detectada em anéis aórticos de 

Chelonoidis carbonarius , bem como em ratos e vasos humanos 

Deferentes , cordão umbilical humano16. 

 

 
FIGURA 3.  Comparação da molécula de dopamina vs molécula de 6 Nitrodopamina  
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1.4 Endotélio 
 

Durante anos, o endotélio foi conhecido como uma barreira entre a corrente 

sanguínea e a musculatura lisa vascular. Somente nos anos 80, estudos realizados 

com artéria de coelho indicaram que o endotélio teria um papel importante na 

vasodilatação13,14,15. Estes estudos demonstraram que o relaxamento da 

musculatura lisa vascular poderia ser induzido por acetilcolina dependente do 

endotélio, percebeu-se que o relaxamento dependeria de uma substância até então 

desconhecida, nomeada, pelo pesquisador, como fator relaxante derivado do 

endotélio 14, 15. Após a publicação deste estudo, o endotélio se tornou um alvo de 

novos estudos vasculares; posteriormente, vários estudos foram realizados para 

descobrir a fisiologia e fisiopatologia do endotélio. Um estudo realizado por Mey e 

Vanhoute, ainda na década de 80, indicou, pela primeira vez, que o endotélio não 

tinha somente a função de vasodilatação, mas, também, de vasoconstrição16, 17. 

Após a descoberta da função endotelial na vasodilatação, os estudos foram 

aprofundados e percebeu-se que o endotélio também libera substâncias 

vasoconstritoras, como os peptídeos vasoconstrictores: angiotensina II, endotelina 

I, responsáveis pela homeostase e liberação de metabólitos contráteis do ácido 

raquidônico18,19.

 
Figura 4. Estrutura de uma artéria evidenciando o endotélio. 
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1.5 Óxido nítrico e a regulação do tônus vascular  
 

Consultando a literatura, há relatos de estudos realizados no final da década 

de 70, que indicaram o papel dos nitratos orgânicos como agente responsável pela 

vasodilatação em mamíferos16,20. Esta vasodilatação ocorreria após os nitratos 

orgânicos ativarem a enzima Guanilato Ciclase solúvel 21, 22. Após esse achado, na 

década de 80, conforme anteriormente relatado, um estudo realizado em artéria de 

coelho evidenciou a relação entre a preservação do endotélio e o efeito relaxante 

promovido após adição de acetilcolina, indicando a relação entre integridade 

endotelial e produção de um mediador até então desconhecido, mas nomeado como 

fator relaxante derivado do endotélio16,23. Somente no final da década de 80 que o 

fator relaxante do endotélio foi associado à produção de óxido nítrico, que é um gás 

identificado como neurotransmissor24.  

O óxido nítrico é produzido através da enzima óxido nítrico encontrada no 

endotélio e no sistema nervoso 24,25. Sua classificação endotelial e neural são 

constitutivas devido serem produzidas continuamente e ativadas na presença de 

cálcio. Existe, ainda, a forma induzível que é expressa e não é cálcio dependente26. 

A isoforma endotelial conhecida como NOS-3 desempenha uma função 

importantíssima na produção de óxido nítrico no músculo liso vascular. Este dado 

pode ser elucidado pelo estudo realizado com camundongos de laboratório, que 

demonstrou que a NOS-3 é 30%24 superior quando comparada com animais 

selvagens. O óxido nítrico, ao interagir com seu alvo endógeno, causa o relaxamento 

das células do músculo 24,25.  

 

1.5.1 Óxido nítrico em não mamíferos 
 

 Há poucos estudos sobre a função do óxido nítrico na modulação dos vasos 

em vertebrados não mamíferos26, 27. Há descrito que o óxido nítrico está presente 

em peixes teleósteos26, mas em outras espécies não há conhecimento  consolidado, 

seja pela dificuldade de preservar o endotélio nos estudos devido ao baixo lúmen 

dos vasos, ou devido os vasos dos peixes de várias espécies não liberarem a 

substância 26,27. O óxido nítrico tem sido reportado como importante mediador 

envolvido no relaxamento de músculo liso vascular em aves, répteis e anfíbios26,28. 

Estudos realizados por ensaio e análise de imuno-histoquímica demonstram a 
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presença de óxido nítrico neuronal en nervos contendo receptores nítricos 

localizados na região perivascular de peixes e anfíbios, indicando a participação do 

óxido nítrico no controle do tônus vascular29,30.  

Quando comparamos mamíferos com outros animais, os estudos relataram 

que, ao contrário do observado em mamífero, que a liberação do NO encontra-se 

em nervos parassimpáticos, os vasos de peixes são inervados apenas por nervos 

simpáticos, deste modo há a indicação que, nos peixes, o mesmo terminal nervoso 

que libera peptídeos vasodilatadores também libera agentes vasoconstritores29,30,.  

 
1.6 Circulação sanguínea 
 

Os mamíferos e as aves são animais endotérmicos (regulam a temperatura corporal); 

estes evoluíram com a base ancestral dos répteis. É sabido que ambos têm um 

consumo elevado de oxigênio; deste modo, para manter a homeostase orgânica, os 

animais endotérmicos desenvolveram ao longo do tempo um  complexo sistema de 

controle de nutrientes e regulação da resistência vascular31,32. Os répteis, em geral, 

apresentam coração com três câmeras, diferente dos mamíferos, conforme a figura 

abaixo32: 

 

1.7 Circulação sanguínea de serpentes 
 

O coração dos répteis tem três cavidades em geral. Acredita-se que não há 

diferenças entre as pressões nos ventrículos. Pode não haver diferença entre as  

pressões nos ventrículos e as pressões pulmonares e sistêmicas, isso se deve a 

mistura dos tipos de sangue (venoso e arterial) que passam pelo coração, embora 

em proporção menor do que nos anfíbios31,32,33. Deste modo, as pressões tendem a 

ter o mesmo valor. Assim, a frequência cardíaca em répteis tende a ser baixa, e a 

regulação da pressão arterial, nestes animais, ocorre em grande maioria pela 

regulação local do tônus vascular32 . Podemos então considerar que a circulação dos 

repteis é dupla e incompleta, em razão disso os animais pertencentes a esse grupo 

são pecilodérmicos, isto é, adaptam a temperatura do corpo a temperatura do 

ambiente. Quando os animais estão em ambiente terrestre, as oscilações de 

temperatura são maiores do que no ambiente aquático, eles utilizam as fontes 

externas de calor para manter a temperatura do corpo próximo à do ambiente, por 

isso é comum ver répteis expostos ao sol durante o dia31,32. Quando os apresentam 
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aumento de temperatura, procuram locais com a temperatura mais amenas como 

lagos, rios ou sombras 31,32 

 
 

 
Figura 5. Representação comparativa da disposição de câmaras cardíacas em anfíbios (tricavitários), 
répteis (com exceção de crocodilianos; tricavitários septados) e mamíferos (tetracavitários). 

 

 

 

Figura 6. Anatomia de Pantherophis guttatus 
 

1.8 Justificativa e relevância  
 

Conforme descrito anteriormente, a regulação pressórica em répteis ocorre, na 

maioria das vezes, parte devido ao controle local da resistência vascular periférica. 

Acredita-se que esta regulação deve ser  mediada óxido nítrico, pelo fato dele ser um 
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importante mediador endógeno, que é envolvido na regulação local da musculatura lisa 

vascular em mamíferos. Um estudo realizado com jabuti pitanga e com cobra dos 

milharais 33 evidenciou que a via  NO-GCs-GMPc está envolvida no controle do tônus de 

aortas e de corpos cavernosos desses répteis, assim como encontrou como resultado a 

existência de canais de sódio resistentes TTX em tecidos de P. guttatus33. O referido 

estudo observou um relaxamento por estímulo de campo elétrico tendo resposta 

frequência-dependente, este não foi abolido após a adição de L-NAME (100 μM). O 

estudo levanta a hipótese possível para explicar a relação evento-causa, propondo a 

hipótese de que a modulação não seria neuronal e, sim, do endotélio. Neste estudo, foi 

investigada a natureza do mediador liberado de 6-nitrodopamina pelo endotélio da aorta 

de P. guttatus. por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS-

MS) e caracterizado farmacologicamente o mecanismo de relaxamento do NO 33,34. 
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2.OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral  
 

• Investigar a ação in vitro da 6-nitrodopamina liberada pelo endotélio em anéis 

aortico de Pantherophis guttatus 

 
2.2 Objetivos Específicos 

 

• Quantificar a liberação da 6-nitrodopamina por LC-MS/MS;  

 

• Avaliar o papel do endotélio como fonte de 6-nitrodamina na contração induzida 

por EFS;  

 

• Caracterizar o mecanismo farmacológico das contrações induzidas por 

catecolaminas em anéis aortico de Pantherophis guttatus;  

 

• Identificar a função vasodilatadora da 6-nitrodopamina em anéis aórticos pré-

contraídos; 

 

• Identificar por imuno-histoquímica a presença de marcadores neuronais (S-100 e 

Calretinina). 
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3. MATERIAL E MÉTODO 
 

Para realização do presente estudo de experimento animal foram utilizados 

animais da espécie Pantherophis guttatus de ambos os sexos, com peso médio 

variando entre 400-700 g. O estudo foi aprovado pelo Comitê Institucional de 

Cuidado e Uso de Animais (CEUA/UNICAMP: 5266-1/2019), seguindo as diretrizes 

do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal). Os 

animais foram obtidos no Parque Ecológico do Tietê (São Paulo, SP) e centro de 

reabilitação de animais silvestres (CRAS-Univap; São José dos Campos, SP). 

 
3.1 Isolamento do tecido   
 

Os animais foram anestesiados com dois anestésicos a Cetamina na dose 70mg/ 

kg e o Midazolam 2 mg/ kg ambas administradas via intramuscular, após o efeito 

anestésico os animais foram eutanasiados por exsanguinação. Posteriormente a 

eutanásia foi iniciado a dissecação do segmento da aorta, sendo retirado do corpo 

do animal e colocado em imersão de solução Krebs-Henseleit's (KHS) oxigenada 

(95% de oxigênio e 5% de gás carbônico), o PH da solução foi de 7.4 aquecido a 

27°C (Campos et al., 2018a).  

 

3.2 Determinação das concentrações de catecolamina no KHS por 
espectrometria de massa tandem (LC-MS/MS)  
 

Após o acondicionamento inicial do tecido do mesmo animal, eles foram 

separados em quatro porções de tamanho aproximado de 15mm; duas destas 

porções do vaso tiveram o endotélio preservado e as outras duas porções tiveram o 

endotélio removido de forma mecânica esfregando suavemente os vasos com 

fórceps. Todas as quatro porções da mesma cobra foram emersas em banho de 

órgão de contendo 5 mL da solução de KHS oxigenado e adicionado ácido ascórbico 

(3 mM) a 27 ºC por 30 minutos. Os anéis aórticos intactos do endotélio foram 

incubados na ausência e na presença do inibidor de oxido nítrico N(gama)-nitro-L-

arginina metil (L-NAME, 100 μM). Uma alíquota contendo 2ml de KHS foi transferida 

para tubo Eppendorf e depois este foi levado o freezer a uma temperatura de  −20 
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°C até a análise por  espectrometria de massa em tandem de cromatografia 

líquida (LC-MS / MS). 

O método utilizado para a quantificação de 6-ND foi o LC-MS/MS, ele foi 

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

noradrenalina e adrenalina) em uma única análise cromatográfica, conforme 

proposto por Britto-Júnior et al 14.  

As catecolaminas foram extraídas a partir de 1 mL de KHS na fase solida. O KHS 

foi adicionado a 50 µL dos padrões internos (100 ng/mL de 6-nitrodopamina-d4, 

dopamina-d3, noradrenalina-d6 e adrenalina-d6). As amostras foram 

homogeneizadas por 10 segundos. Os cartuchos Estrato-X™ 33 mm Poliméricos 

Reversed SPE foram pré-condicionados com 1 mL de metanol e, em seguida, 

equilibrados com 2 mL de água desionizada. As amostras foram injetadas no 

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

amostras foram então elucidadas com 0,9 mL de metanol/água (90/10, v/v) com 

ácido fórmico de 0,1%. O elunato foi evaporado sob o fluxo N2 a 50°C.  O resíduo 

foi dissolvido com 100 µL de acetonitrilo/água (50/50, v/v) com ácido fórmico de 0,1% 

e transferido para frascos prontos para injeção. 

 O sistema LC-MS/MS consistia no Sistema LC ADVp Liquid 5 Chromatograph 

Shimadzu System (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) acoplado a um 

espectrômetro de massa quadruple de 8060 triplos (Shimadzu Corporation, Kyoto, 

Japão) operando no modo de ionização positiva de eletrospray. As amostras foram 

injetadas no sistema por meio de um autoinjetor SIL-30AC, a uma temperatura de 

8ºC. A separação cromatografia foi realizada à temperatura ambiente usando uma 

coluna GIST-HP C18 (150 mm × coluna de 3,0 mm, 3 mm) (Shimadzu, Duisburg, 

Alemanha). Uma fase móvel de 75% A composta por água deionizada com ácido 

fórmico de 0,1% (v/v) e 25% de fase B móvel consistindo de aceto nitrilo /água 

(90/10, v/v) com ácido fórmico de 0,1% a uma vazão de 0,35 mL/min. O eletro spray 

foi configurado para monitoramento de reação múltipla (MRM) para monitorar as 

transições 199,10 > 181,95 para 6-nitrodopamina, 203.10 > 186,00 para 6-

nitrodopamina-d4, 154,00 > 91,15 para dopamina, 157,00 > 93,00 para dopamina 

d3, 170,10 > 107,10 para noradrenalina, 176,10 > 158,10 para noradrenalina-d6, 

184,20 > 107,00 para adrenalina, e 190,00 > 171,95 para adrenalina-d6. O volume 

de injeção foi 3 μL de cada amostra. O tempo total de execução foi de 3,5 min. A 
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validação do método foi realizada de acordo com as diretrizes de validação de 

métodos bioanalíticos da United States Food and Drug Administration. 

 
3.3 Preparações do anel aórtico e gravações de tensão isométrica 

 

Após o acondicionamento inicial do tecido do mesmo animal, as artérias foram 

cortadas em anéis medindo aproximadamente 3 mm, estes anéis foram suspensos 

verticalmente entre dois ganchos metálicos, um dos ganchos fixados dentro do 

banho de órgãos e o outro conectado ao transdutor. O tecido fica imergido em 10ml 

KHS (banhos de órgãos) a solução de KHS é gasificada com uma mistura de 95% 

de O2: 5% de CO2, mantendo uma temperatura de 27°C e o pH 7,4.  O tecido 

verticalmente suspenso (conforme abordado) é avaliado pelo registo da força 

isométrica usando um software Power Lab 400TM.  

Após o preparo do tecido no banho de órgãos, os anéis aórticos permanecem 

incubados por 1h antes de iniciar o experimento. Decorrido o tempo de estabilização 

os anéis foram pré-contraídos com cloreto de potássio (KCl, 80 mM), para testar a 

viabilidade do tecido. A integridade do endotélio nos anéis aórticos foi avaliada como 

relaxamento induzido por acetilcolina na concentração de 1 μM14,15 

 
3.4 Curvas de concentração-resposta à dopamina, noradrenalina e adrenalina 

 

Curvas cumulativas de concentração-resposta à dopamina (1 nM-1 mM), 

noradrenalina (1 nM-300 µM) e adrenalina (1 nM-300 µM) foram realizadas em anéis 

aórticos endotélio-intactos na ausência e na presença de L-NAME (100 μM, 30 min). 

Nas preparações pré-tratadas com L-NAME, as curvas cumulativas de 

concentração-resposta à dopamina (1 nM-1 mM) foram realizadas na ausência e a 

presença de 6-ND (0,1, 0,3 e 1 μM) ou do receptor adrenérgico seletivo α1 

antagonista de receptor (10, 30 e 100 nM). Curvas cumulativas de concentração-

resposta à noradrenalina (1 nM-300 µM) e adrenalina (1 nM-300 μM) foram 

realizadas em anéis aórticos intactos endotélio tratados com L-NAME (100 μM, 30 

min) na ausência e na presença de 6-ND (1 μM) ou prazosin (10, 30 e 100 nM). 

3.5 Contrações de aorta induzidas por estimulação de campo elétrico (EFS) 
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Os anéis aórticos intactos de Endotélio foram submetidos ao EFS a 60 V para 

30 s, a 8-16 Hz em pulsos de onda quadrada (0,3 ms de largura de pulso, 0,1 ms de 

atraso), usando um estimulador Grass S88 (Astro-Medical, RI, USA). As contrações 

induzidas pelo EFS dos anéis aórticos foram realizadas na presença ou não de L-

NAME (100 μM) ou do inibidor solúvel de guanilato cyclase ODQ (100 μM). Anéis 

aórticos pré-tratados com L-NAME (100 μM) também foram submetidos à EFS na 

presença de 6-ND (1 μM). O cloreto de potássio (KCl, 80 mM) foi adicionado no início 

e no final dos protocolos experimentais para avaliar a reatividade tecidual após a 

EFS 33,34. 

 

3.6 Efeito de 6-ND em anéis aórticos pré-contraídos 
 
 

Em anéis de aoórtico com endotélio intacto e desnudado e em endotélio intacto 

pré-tratado com L-NAME (100 μM), os preparativos foram pré-contratados com 

endotelina-1 (ET-1; 3 nM). Após a obtenção de uma contração sustentada, curvas 

cumulativas de concentração-resposta para 6-ND (10 pM – 1 µM) ou para 

antagonista seletivo de dopamina D2-receptor L-741.626 (10 pM – 1 µM) foram 

realizados 33,34 

3.7 Imuno-histoquímica para proteína S-100 e Calretinina 
 

Após a eutanásia, foram coletadas amostras do Gutatus de Pantherophis intacta (n= 

3), fixadas em formalina tamponada 10% neutra por 24 h a 24 °C, desidratadas, 

embutidas em cera de parafina e seccionadas a 4-5 μm. Posteriormente, essas 

seções foram manchadas para proteína S-100 (um marcador de tecido neural; ou 

calretinina (marcador neural/neuronal; 35 para investigar a presença de fibras 

nervosas dentro das paredes aórticas usando os seguintes anticorpos primários: (1) 

anti-S-100 (anticorpo monoclonal de coelho, Cat.# MAB0791, 1:200) ,que reage com 

proteína bovina, humana, rato e rato S100; Millipore, EUA) e anti-calretinina 

(anticorpo monoclonal do rato; Cat.# IS627; à 1:200), que reage com calretina 

humana; DAKO/Agilent, EUA). A imunohistoquímica foi realizada manualmente. 

Resumidamente, as seções foram desparafinadas em xileno e rehidratadas em uma 

série de banhos de etanol de increasing concentração. Eles foram então incubados 

em tampão citrato no pH 6.0 em um conjunto de vapor para 20 min 
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(aproximadamente 95°C). As seções foram então incubadas por 2 h em temperatura 

ambiente (25°C) com os anticorpos primários acima mencionados. Posteriormente, 

essas seções foram incubadas com o NovoLink Max Polymer Detection System 

(Novocastra/Leica Biosystems), seguindo as instruções do fabricante, e usando 

diaminobenzidina (DAB líquido, DakoCytomation, Carpenteria, USA) como um 

cromogen (que torna um precipitado marrom no local de ligação de anticorpos). As 

seções foram contra-manchadas com a hematoxilina de Harris e enseada 

escorregou em Entellan. Os controles negativos con consistiam em omissão do 

anticorpo primário e incubação com os diluentes de anticorpos primários, bem como 

com o sistema de desetecção. Isso foi realizado para todos os ensaios 

imunohistoquímicos para identificar qualquer coloração de fundo. As seções 

cerebrais Pantherophis guttatus (n = 3) foram utilizadas como controles positivos 

para a presença de ambos os antígenos (ou seja, proteína S-100 221 e calretinina). 

Além disso, seções fixas de parafina de um astrócitoma pilocítico humano e um cólon 

humano normal contendo gânglios mientéricos e fibras nervosas foram usados como 

controles positivos adicionais para a presença de S-100 e calretinina, 

respectivamente. Todos os slides foram examinados e fotomicrografados usando um 

microscópio trinocular Olympus CX43 (Olympus, EUA) acoplado a uma câmera 

digital Nikon Coolpix 3.3MP CCD (Nikon, Japão). A positividade foi avaliada por um 

médico experiente, patologista phD (AAS), que ficou cego à presença/ausência do 

anticorpo primário na amostra em exame (o observador não sabia se uma amostra 

de teste ou um controle de omissão estava sendo avaliado). A cegueira foi alcançada 

cobrindo as etiquetas de slides com um adesivo removível de oclusão. 

 
3.8 Drogas e Soluções 

 

As drogas foram obtidas conforme: 

Dopamina, N gama-nitro-L-arginine metil ester cloridrato (L-NAME), ácido ascórbico 

e prazosin foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemicals Co. (St Louis, Missouri, EUA). 

Adrenalina, endotelina-1 (humana, suína), L-741.626, noradrenalina e 1H-

[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalina-1-1( ODQ) foram compradas da Cayman 

Chemical Co (Michigan, EUA). Nitrodopamina-d4 foram adquiridas da Toronto 

Research Chemicals (Ontário, CA). Cloridrato de dopamina-d3, cloridrato DL-

noradrenalina-d6 e cloridrato de adrenalina-d6 foram adquiridos dos Isótopos CDN 
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(Quebec, CA).  Os cartuchos de SPE Poliméricas Strata-X™ de 33 mm foram 

comprados das colunas Phenomenex (Califórnia, EUA) e GIST-HP C18, fro 

Shimadzu (Duisburg, Alemanha). Cloreto de sódio (NaCl), cloreto de potássio (KCl), 

cloreto de cálcio (CaCl2), sulfato de magnésio (MgSO4), bicarbonato de sódio 

(NaHCO3), monobásico de fosfato de potássio (KH2PO4) e glicose foram adquiridos 

da Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha).  A composição do KHS foi em mM: NaCl 

118, KCl 4.7, CaCl2 2.5, MgSO4 1.2, NaHCO3 25, KH2PO4 1.2 e dextrose 5.6. 

 
3.9 Análise de dados 
 
A análise dos dados para determinar o pEC50 foi realizada usando software 

GraphPad Prism (GraphPad Software, versão 6.0, San Diego, CA, USA). Todos os 

dados de concentração-resposta foram avaliados para um ajuste a uma função 

logística na forma: E = Emax/[1 + (10c / 10x)n] + F, onde E representa o aumento da 

resposta contraída induzida pelo agonista, E max é o efeito agonista máximo, c é o 

logaritmo de concentração do agonista que produz 50% de E max, x é o logaritmo 

da concentração da droga; o termo exponencial,  n, é um parâmetro de encaixe de 

curva que define a inclinação da linha concentração-resposta, e F é a resposta 

observada na ausência de droga adicionada. Os valores de pA2 foram calculados 

pela equação; pA2=log (concentração antagonista 8) −log (CR-1) -log (concentração 

antagonista). 

Os dados são expressos como ± erro padrão da média (SEM) do número de 

experimentos. Nos experimentos farmacológicos, o número de experimentos 

expressos como x/y, onde x representa o número de aortas (animais) e y o número 

de anéis empregados no experimento. As contrações foram quantificadas em milli-

Newtons (mN). Um anel foi usado como resposta de controle e o outro anel foi 

incubado com um antagonista/inibidor.  
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4. RESULTADOS 
 

O resultado do presente estudo foi publicado na revista internacional 

“Comparative Biochemistry and Physiology, Part C”, sob o nome: “Release of 6-

nitrodopamine modulates vascular reactivity of Pantherophis guttatus aortic rings”. 

Os autores do artigo publicado foram: Lima AT, Dos Santos EX, Britto-Júnior J, de 

Souza VB, Schenka AA, Campos R, Moraes MO, Moraes MEA, Antunes E, De Nucci 

G. A publicação foi realizada em formato on-line, em 10 de agosto de 2022. 

Conforme descrito, a publicação na íntegra: 
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5. DISCUSSÃO 
 

Conforme os resultados do presente estudo, podemos afirmar que a nitro-

dopamina é a principal catecolamina liberada pelo endotélio arterial aórtico da 

serpente Pantherophis guttatus. Por meio do pré-tratamento realizado em banho de 

órgãos com L-NAME e após a remoção mecânica do endotélio arterial, apresentou 

como resultado uma redução da liberação de 6-ND. A redução encontrada foi de 

73%–77%. Comparando com a literatura, encontramos um achado semelhante em 

um estudo realizado por Britto-Júnior, utilizando experimentos com vasos de cordão 

umbilical humano 33 o referido estudo teve como resultado uma redução da 75%–

90% da liberação de 6-ND33-35;  outro resultado semelhante foi encontrado pelo 

mesmo pesquisador, que utilizou novo experimento com aorta de Chelonoidis 

carbonarius, onde foi encontrada uma redução de 55%–65% na liberação  de 6 

nitrodopamina35. Entretanto, a remoção do endotélio e o tratamento com L-NAME 

não aboliram a liberação completa da liberação da 6-ND. Deste modo, podemos 

sugerir a hipótese que existe uma fonte extra endotelial para a síntese de 6-ND. A 

hipótese levantada não é composta por terminais nervosos desde os vasos do 

cordão umbilical humano; a afirmação também é evidenciada por outro experimento 

com aorta de Chelonoidis carbonarius34, esses estudos evidenciam que os vasos 

investigados não liberam a 6-ND.  

O presente trabalho encontrou um resultado semelhante após a utilização do 

método imuno-histoquímica realizado com os anéis aórticos de Pantherophis 

guttatus, tendo como resultado que o vaso estudado não contém terminais nervosos, 

como demonstrado, aqui, pela ausência de imunorreatividade para os marcadores 

neuronais S-100 e Calretinina, este método foi descrito por Bao et al., 2011; e 

também por Morona et al., 2011 37, 38. . Evidenciamos, também, como resultado, a 

observação tanto o 6-ND quanto o L-741.626 (conhecido como antagonista seletivo 

do receptor D2 da dopamina)38, não são potentes vasodilatadores em aorta de 

Pantherophis G., sua atuação independe da liberação de NO, mas suas ações foram 

sensíveis à remoção do endotélio. Estes achados sustentam a hipótese que a 

dopamina, derivada do endotélio, é um  dos principais moduladores da reatividade 

vascular (Britto-Júnior et al., 2020)39, 40. Em revisão literária, não encontramos 

evidências de que os receptores de dopamina fossem encontrados nos vasos 

arteriais de Panterophis guttatus; entretanto, há relatos que os receptores 
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dopaminérgicos existem em leitos vasculares de mamíferos, os receptores D1 e D2 

têm sido caracterizados in vitro por ligação radioligante-receptor e técnicas 

autorradiográficas41.  Sua localização foi descrita e demonstrada em músculo liso 

das artérias cerebrais, mesentéricas e renais de ratos40.  A administração oral do 

agonista do receptor de dopamina D2 seletivo não para pramipexol em voluntários 

do sexo masculino sem comorbidades conhecidas causou aumentos relevante na 

pressão arterial e na frequência cardíaca 41,42. Como observado por Britto-Junior, em 

2021, em experimentação com veias e artérias de cordões umbilicais humanos, a 6-

nitrodopamina seria um potente e seletivo antagonista do receptor D2 

dopaminérgico39  uma vez que, em contraste com outros antagonistas alfa-

adrenérgicos, como a Prazosina e a Fentolamina, o 6- ND bloqueou apenas a 

vasoconstrição induzida pela dopamina42.43.  

Encontramos uma redução significativa das contrações induzidas pela EFS 

pelo 6-ND, confirmando que a dopamina derivada do endotélio é um dos principais 

mediadores responsáveis pela contração. Deste modo, o equilíbrio entre dopamina 

e 6-ND constitui um mecanismo para o controle do fluxo sanguíneo local.  

As contrações causadas pelo L-NAME são significativamente maiores do que 

as causadas pelo ODQ44. A suposição seria a de que a vasodilatação é causada 

pelo óxido nítrico é ocasionada pela estimulação da guanilato ciclase solúvel e ao 

aumento da produção de GMPc 45. 

O aumento das contrações induzidas pela EFS é causado pelo tratamento 

com L-NAME e pela inibição da produção e liberação de 6-ND; e não é causado pela 

inibição da Guanilato Ciclase solúvel; constituindo, assim, o principal mecanismo 

pelo qual o óxido nítrico causa relaxamento vascular do músculo liso. Este novo 

conceito é ainda fundamentado pela evidência de que a administração de ODQ em 

experimentos de ratos não afetou nem a pressão arterial média nem a frequência 

cardíaca, embora a inibição da Guanilato Ciclase solúvel tenha sido confirmada. Em 

síntese, os dados encontrados em nosso experimento evidenciam que a 6-ND é a 

principal catecolamina liberada pelo endotélio dos anéis aórticos de Pantherophis 

guttatus exercendo, assim, uma potente atividade vasodilatadora, e atua  como um 

antagonista seletivo do receptor D2 da dopamina. A produção de 6-ND pelo endotélio 

pode ser o principal mecanismo pelo qual o NO controla a reatividade do músculo 

liso vascular. 
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Conforme descrito anteriormente, a regulação pressórica em répteis ocorre, 

na maioria das vezes, parte devido ao controle local da resistência vascular 

periférica, com o presente estudo verificamos que a regulação pressórica se deve 

mediada por oxido nítrico, sendo este um mediador endógeno envolvido na 

modulação vascular da serpente estudada37. 

O estudo realizado por Campos et al levantou a hipótese que a  modulação 

dos vasos de Pantherophis guttatus, não seria neuronal e sim endotelial, 

evidenciamos no presente estudo que esta atividade de modulação endotelial esta 

associada ao endotélio e também a 6 nitrodopamina e a via do oxido nítrico33,37.  

Conforme já citado a 6 ND demostra um grande potencial nas atividades  

biológicas tais como de inibição da captação  neuronal de norepinefrina;  atividade 

da sintase do óxido nítrico;e capacidade contrátil nos adrenoceptores vasculares; 

agente inotrópico positivo, com potencial superior cerca de cem vezes mais potente 

que a dopamina, noradrenalina, e adrenalina15.  

Futuros estudos pré-clinicos serão necessários para conhecer sua 

farmacodinâmica sua farmacocinética, após estes teremos as condições de iniciar 

os estudos pós clínicos. Entretanto acreditamos que a molécula tem um grande 

potencial para uso farmacológico, como as catecolaminas já conhecidas, e 

amplamente utilizadas na clinica médica, principalmente em ambientes de urgência 

e emergência e também nos ambientes de terapia intensiva, conforme dito com os 

estudos já realizados que a potencia da 6 ND é superior as catecolaminas já 

conhecidas, deste modo poderemos no futuro dispor de um novo fármaco com 

menos efeitos adversos/ colaterais, por exemplo, quando comparado as drogas já 

conhecidas. Também acreditamos, que ao seguir a linha de pesquisa conheceremos 

e evidenciaremos melhor a função endotelial. Atualmente  é sabido que existe a 

disfunção endotelial, provocada por patologias como o Diabetes e picos pressóricos 

ocasionam uma serie de problemas orgânicos, entretanto não é totalmente 

compreendido os fatores fisiopatológicos. Deste modo podemos correlacionar a 

liberação de ¨6-Nitrodopamina pelo endotélio, e a modulação vascular da serpente 

estudada, seria na população humana da mesma forma? Seria um potencial fármaco 

de tratamento para a disfunção endotelial? Um novo hipotensor com uma molécula 

sintetizada organicamente? Todos são questionamentos e hipóteses que serão 

futuramente exploradas. Deste modo abre vários vieses para futuros estudos. 
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6. CONCLUSÃO 
 

Este trabalho evidenciou que a 6-ND é liberada pelo endotélio dos anéis 

aórticos de Pantherophis guttatus, esta nova catecolamina descrita causa uma 

potente vasodilatação e atuando como um antagonista seletivo do receptor 

dopaminérgico do tipo D2-like.  Sua produção endotelial pode ser o principal 

mecanismo de controle do óxido nítrico na modulação muscular lisa vascular, ou 

seja, a síntese 6-ND pelo endotélio pode ser o principal mecanismo pelo qual o NO 

controla a reatividade do músculo liso vascular. 
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8. ANEXOS 
 
8.1 APROVAÇÃO DO CEUA 
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