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RESUMO 

 

Os mecanismos envolvidos no acoplamento excitação-contração do músculo liso 

vascular (MLV) representam uma interação complexa entre membrana 

plasmática (MP) e retículo sarcoplasmático (RS). O presente trabalho investigou 

a interação MP-RS envolvida na contração induzida pela ativação dos receptores 

de rianodina (RyRs) em artérias mesentéricas de camundongos e humanos, 

normotensos e hipertensos. Em vasos de camundongos normotensos a 

contração por cafeína (10 mM) é parcialmente dependente do influxo de Ca2+ 

uma vez que em solução 0 Ca2+
 e na presença de SKF-96365 (30 μM), 

bloqueador de Orai, ocorre redução da contração e dos níveis de fluorescência 

para o Ca2+. Surpreendentemente, o bloqueio de Cav1.2 com nifedipina (10 μM), 

aumenta a amplitude da contração ao passo que reduz os níveis de fluorescência 

para o Ca2+. Resultados semelhantes foram observados após o bloqueio dos 

canais TRPs com vermelho de rutênio (RuR; 10 μM) e 2-aminoetoxidifenil borato 

(2-APB; 10 μM). O bloqueio de BKCa com paxilina (1 μM) promoveu aumento da 

contração transitória. A cafeína induz hiperpolarização do MLV, que é bloqueada 

na presença de nifedipina, 2-APB e paxilina. Contudo, em camundongos 

hipertensos o bloqueio de Cav1.2 e de BKCa em camundongos hipertensos não 

altera a resposta contrátil, indicando uma perda do feedback negativo da 

contração. É importante ressaltar que os mecanismos descritos em artérias de 

camundongos normotensos também existem em artérias de humanos. Contudo, 

na presença da hipertensão arterial, o feedback entre Cav1.2-BKCa também se 

encontra prejudicado em humanos. O presente trabalho demonstra que o 

mecanismo de feedback entre Cav1.2-BKCa é fundamental em artérias 

mesentéricas. Nossos resultados indicam um novo mecanismo para o controle 

da contração do MLV que poderá ser útil para o tratamento da hipertensão 

arterial. 
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ABSTRACT 

 

Mechanisms involved in the excitation-contraction coupling of vascular smooth 

muscle (VSM) represent a complex interaction between plasma membrane (PM) 

and sarcoplasmic reticulum (SR). The present work investigated the PM-SR 

interaction involved in the contraction induced by the activation of ryanodine 

receptors (RyRs) in mesenteric arteries from mice and humans, normotensive 

and hypertensive. In vessels from normotensive mice the contraction induced by 

caffeine (10 mM) is partially dependent on Ca2+-influx, once in Ca2+-free solution 

and in the presence of SKF-96365 (30 μM), an Orai blocker, occurred reduction 

of contraction and Ca2+-fluorescence level. Surprisingly, blocking Cav1.2 with 

nifedipine (10 μM), the contraction is increased while the Ca2+-fluorescence level 

is reduced. Similar results were observed after blocking TRP channels with 

ruthenium red (RuR; 10 μM) and 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB; 10 μM). 

Moreover, the blockage of BKCa with paxillin (1 μM) promotes increased transient 

contraction. Caffeine promotes hyperpolarization of VSM, which was blocked in 

the presence of nifedipine, 2-APB, and paxillin. In hypertensive mice the blockage 

of Cav1.2 and BKCa in hypertensive mice does not alter the contractile response, 

indicating loss of the negative feedback of the contraction. In the presence of 

arterial hypertension, the feedback between Cav1.2-BKCa is also impaired in 

humans. The present work demonstrates that the feedback between Cav1.2-BKCa 

is essential in mesenteric arteries. Our results indicate a new mechanism for the 

control of VSM contraction that may be useful for the treatment of arterial 

hypertension. 
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Sistema Cardiovascular 
 

O sistema cardiovascular fornece fluxo sanguíneo para os tecidos a fim 

de atender as necessidades metabólicas dos mesmos (Opie, 2004). Este 

sistema é constituído pelo coração, por artérias, arteríolas, capilares, vênulas e 

veias. 

As artérias de maior calibre, como por exemplo a aorta, possuem diâmetro 

de cerca de 2,5 cm e são conhecidas como vasos de condutância. Estas artérias 

carreiam sangue sob altas pressões (120 mmHg na sístole e 60 mmHg na 

diástole) e desempenham um importante papel na entrega de nutrientes e 

oxigênio para os tecidos. Neste sentido, a presença de elastina, é essencial nas 

artérias de condutância, uma vez que garantem maior elasticidade vascular. 

Contudo, a medida em que as artérias se ramificam e se aproximam dos orgãos 

para disponibilizar nutrientes, as camadas de músculo liso vascular (MLV) 

aumentam e de tecido elástico diminuem (Tucker Wd, 2017). 

As artérias são constituídas basicamente por  três camadas: íntima, média 

e adventícia (FIGURA 1). A íntima é formada por uma fina camada de células 

endoteliais que são voltadas para o lúmen vascular. As células endoteliais se 

encontram tipicamente alongadas na direção do fluxo sanguíneo e agem como 

uma membrana semipermeável, por meio da qual ocorre a troca de nutrientes e 

sinais químicos, tais como: serotonina, bradicinina, íons, dentre outros. Estas 

células possuem um papel chave na regulação da resposta ativa dos vasos 
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mediante liberação de substâncias vasoativas para o controle do tônus vascular 

(Ignarro et al., 1987; Neto, 2004; Cipolla et al., 2009; Couto, 2012; Fortier et al., 

2014)  

 

Figura 1: As camadas íntima, média e adventícia compõem as artérias. Fonte: 
Fortier et al., 2014. 

 

Próximo ao endotélio está a lâmina elástica interna, formada por elastina, 

conectando o endotélio ao músculo liso e permitindo maior flexibilidade vascular 

(Fortier et al., 2014). 

A camada média é formada principalmente por células do MLV que estão 

entre a lâmina elástica interna e a lâmina elástica externa. O controle do tônus 

do MLV, que constitui esta camada, aumenta ou diminui o fluxo sanguíneo para 

os tecidos modulando a pressão arterial (PA). A adventícia, por outro lado, é a 

camada mais externa das artérias e é formada principalmente por colágeno com 

fibroblastos, elastina e inervação perivascular (Fortier et al., 2014). 
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1.2 Artérias de Resistência 

 

As artérias e arteríolas de resistência, são assim denominadas devido a 

sua capacidade de resistir ao fluxo sanguíneo, sendo dotadas de 1 a 6 camadas 

de células do MLV e de uma camada de tecido elástico. Quando comparadas as 

artérias de condutância, as artérias e arteríolas de resistência carreiam sangue 

sob baixa pressão, realizando um controle direto do fluxo sanguíneo para o leito 

capilar (Neto, 2004; Couto, 2012). Estes vasos são muito mais sensíveis a ação 

de substâncias modulatórias do que as artérias de condutância. A sensibilidade 

da arteríola mesentérica à serotonina (uma amina vasoativa), por exemplo, é 

cerca de 17 vezes maior do que a sensibilidade da artéria aorta a mesma 

substância (Adegunloye e Sofola, 1997; Pohl et al., 2000). 

O tônus miogênico das artérias de resistência determina a resistência 

vascular periférica (RVP), contribuindo para a regulação da PA e do fluxo 

sanguíneo para os tecidos e órgãos. O tônus miogênico é um dos mecanismos 

básicos de contração da musculatura lisa frente a estímulos fisiológicos. Os 

canais iônicos na membrana plasmática (MP) e no retículo sarcoplasmático (RS) 

do MLV contribuem para a regulação da concentração de Ca2+ intracelular 

([Ca2+]i), fator determinante para a atividade vascular contrátil (Tykocki et al., 

2017). Este mecanismo pode ser modulado por diversos fatores, tais como o 

MLV, por meio da sinalização de Ca2+ e regulação do efluxo de K+ (Tykocki et 

al., 2017). Todavia, o endotélio também pode modular o tônus miogênico 

principalmente via liberação do óxido nítrico (NO) (Cipolla et al., 2009; Villalba et 
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al., 2014) ou via ativação de canais para K+ ativados por Ca2+
i, tais como: IKCa e 

SKCa (Cipolla et al., 2009; Guéguinou et al., 2014).  

A regulação do diâmetro vascular frente a estímulos fisiológicos é 

extremamente importante para o controle da PA e do fluxo sanguíneo para os 

tecidos, evitando dano tecidual. O fluxo sanguíneo é definido pelo volume de 

sangue por unidade de tempo (ml/s) que passa pelos vasos sanguíneos e pode 

ser estimado pela Lei de Poiseuille, proposta pelo físico francês Jean Leonard 

Marie Poiseuille entre 1840-1841 e 1847 (Pfitzner, 1976; S P Sutera e Skalak, 

1993). 

De acordo com a lei de Poiseuille o fluxo sanguíneo é diretamente 

proporcional ao raio do vaso elevado a quarta potência (Equação 1). Isto 

significa que o raio é o fator determinante para o fluxo sanguíneo, sendo o tônus 

miogênico um importante regulador deste processo. Neste sentido, quanto 

menor o diâmetro do vaso, menor o fluxo sanguíneo (Pfitzner, 1976; Slaaf et al., 

1988). Entretanto, algumas doenças cardiovasculares, como a hipertensão 

arterial, podem alterar a capacidade das artérias resistirem à pressão sanguínea 

e modificar o raio, por meio do remodelamento vascular, com consequentes 

danos teciduais (Wright e Angus, 1999).  

 

Equação 1:                     𝑄 =
∆𝑃.𝜋.𝑟4

8𝑙𝜂
 

Onde: 
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Q= velocidade do fluxo (ml/s) 

∆P = diferença de pressão ao longo do vaso (mmHg) 

r = raio do vaso (metros) 

l= comprimento vascular (metros)  

𝞰 = viscosidade sanguínea (pascal . segundos (Pa . s)). 

π= constante matemática (aproximadamente 3,1416) 

 

1.3 Contração Vascular 

 

O íon Ca2+ regula quase todos os processos do corpo, incluindo: 

contração, quimiotaxia, secreção, transmissão sináptica, fertilização, 

proliferação, aprendizado, memória e apoptose (Berridge et al., 2003). O 

processo de excitação-contração do músculo liso é fortemente controlado pelo 

aumento da [Ca2+]i, especialmente pelas interações entre os canais para Ca2+ 

operados por voltagem (Cav) na membrana plasmática (MP) ou suas 

invaginações (cavéolas), e a liberação de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (RS) 

(Poburko et al., 2004). 

Na célula em repouso, a [Ca2+]i é mantida extremamente baixa (30 a 200 

nM) por meio da ação da bomba de Ca2+ da MP (PMCA) e do trocador Na+-Ca2+ 

(NCX) (Sedova e Blatter, 1999; Fameli et al., 2007) ou ainda pela recaptação de 

Ca2+ do citosol para o RS, via Ca2+-ATPase do RS (SERCA) (Lytton et al., 1991; 

Lamboley et al., 2014). Para o músculo liso, a contribuição relativa para a 

depuração de Ca2+ é dependente das condições e do tipo de músculo liso, mas 
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em geral, NCX contribui 60%, enquanto PMCA e SERCA contribuem de 20 a 30 

% cada (Oloizia e Paul, 2008). 

A contração do MLV é ativada pelo aumento da [Ca2+]i entre 100 a 400 

µM (House et al., 2008). O aumento da [Ca2+]i promove a mudança 

conformacional da proteína citoplasmática calmodulina (CaM) (Gerthoffer e Pohl, 

1994). Posteriormente, Ca2+-CaM se liga a quinase da cadeia leve de miosina 

(MLCK, do inglês, myosin light-chain kinase), formando o complexo ativo 4Ca2+-

CaM-MLCK que fosforila uma região específica da cadeia leve da miosina 

(MLC20, do inglês, myosin light-chain 20). Em associação com actina, miosina 

converte energia química (ATP) em movimento da cabeça (que está ligada a 

actina). Este processo induz a formação da ponte cruzada actina-miosina, 

levando a contração do MLV. Por outro lado, a fosfatase da MLC (MLCP) é 

responsável por desfosforilar a MLC20, levando ao relaxamento vascular 

(Katsuyama et al., 1992) – (FIGURA 2).  
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Figura 2: Papel do Ca2+ no mecanismo contrátil no MLV. Modificado de Akata, 
(2007). 

 

Existem duas fases distintas de contração do MLV: a contração fásica, 

principalmente dependente da ativação da MLCK por Ca2+/CaM, como descrito 

anteriormente; e a contração tônica, principalmente dependente de processos 

de fosforilação e desfosforilação (Somlyo e Somlyo, 2003). 

A despolarização da MP é um mecanismo chave para a ativação da 

contração do MLV, sendo comumente atingida em anéis arteriais em banho de 

órgãos isolados por intermédio do aumento da concentração de K+ extracelular 

([K+]e) (mediante substituição de Na+ por K+). A despolarização leva a resposta 

fásica da contração, devido a ativação dos canais Cav com consequente influxo 

de Ca2+ e ligação a CaM (Mills et al., 2015; Garcia et al., 2016; Rattan, 2017). 
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 A fase tônica envolve a inibição da MLCP, mantendo assim altos níveis de 

MLC20 fosforilada. Entretanto, o balanço entre a formação do complexo Ca2+-

CaM-MLCK e a desfosforilação da MLC20 pela MLCP é que determinam a 

natureza da contração como fásica ou tônica, ou fásica e tônica. A fosforilação 

da MLCP (com consequente inibição) pode ser mediada pela via de sinalização 

da RhoA/ROCK e pela via da proteína quinase C (PKC). RhoA/ROCK inibe a 

MLCP via fosforilação da subunidade 1 da MLCP (MYPT1, do inglês, myosin 

phosphatase target subunit 1) e via fosforilação da CPI-17 (um inibidor endógeno 

da MLCP), levando a sustentação da fosforilação de MLC20 e manutenção do 

tônus vascular. A PKC também promove fosforilação da CPI-17, com 

consequente inibição da MLCP (FIGURA 3) (Eto et al., 1997; Somlyo e Somlyo, 

2003; Ito et al., 2004; Rattan, 2017). 
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Figura 3: Mecanismo de inibição da MLCP via RhoA/ROCK e PKC.  

 

1.4 Canais para Ca2+ operados por voltagem (Cav) 

 

Os Cav foram identificados por Paul Fatt e Bernand Katz em músculo de 

crustáceo. No experimento realizado, Fatt e Katz observaram que o músculo 

ainda gerava potenciais de ação mesmo na ausência de Na+ extracelular (Fatt e 

Katz, 1952; 1953). 

Os Cav promovem o influxo de Ca2+ em resposta a despolarização da 

membrana (Catterall, 2011), sendo essenciais para acoplar sinais elétricos a 

eventos fisiológicos. Estes canais possuem isoformas que vão do Cav1 ao Cav3, 
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sendo o Cav1.2 predominante no músculo liso arterial (Koch et al., 1990; Zhang 

et al., 2007) e são canais ativados por alta voltagem (HVA, do inglês, high-

voltage-activated). A tabela 1 demonstra os principais tipos de Cav em 

vertebrados. 

 

Tabela 1: Tipos de canais Cav presentes em vertebrados. Adaptado de Hille, 
2001. 

 Lento, persistente Rápido, inativação 

 HVA HVA LVA 

Tipo L P/Q, N, R T 

Nomenclatura Cav1.1, 1.2, 1.3, 1.4 Cav2.1, 2.2, 2.3 Cav3.1, 3.2, 3.3 

Faixa de ativação Positiva para -30 mV Positiva para -20 mV Positiva para -70 Mv 

Faixa de inativação -60 a -10 mV -120 a -30 mV -100 a -60 Mv 

Inativação Muito lenta 

(Ʈ>500 ms) 

Parcial 

(Ʈ~50-80 ms) 

Completa 

(Ʈ>20-50 ms) 

Faixa de 

desativação 

Rápida Lenta Rápida 

Condutância 

unitária do canal 

25 Ps 13 pS 8 Ps 

Sensibilidade a 

dihidropiridina 

Sensível Resistente Resistente 

 

Os Cav1.2, também conhecidos como canais para Ca2+ do tipo L, são 

compostos pelas subunidades α1, α2, β, γ e δ (Figura 4) (Takahashi et al., 1987; 

Catterall, 1995; 2011). A subunidade α1 possui massa molecular de cerca de 

190 a 250 kDa e forma o poro do canal, o sensor de voltagem e o aparato de 

ativação, além de ser o sítio de regulação por segundos mensageiros, drogas e 

toxinas mais conhecidos. Estes canais são amplamente distribuídos ao longo do 

MLV, sendo bloqueados pelas dihidropiridinas. Além disso, também podem se 
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organizar formando clusters e/ou desempenhando o influxo de Ca2+ em regiões 

específicas da célula, como por exemplo, nas nanojunções existentes entre a 

membrana plamática e retículo sarcoplasmático (junções MP-RS) (Navedo et al., 

2005; Amberg et al., 2007; Navedo et al., 2007). 

 

 

Figura 4: Estrutura molecular do Cav1.2. Catterall et al., 2017. 

 

Os Cav1.2 também possuem um papel metabotrópico, uma vez que não 

somente promovem o influxo de Ca2+ mas também ativam a contração regulando 

a liberação de Ca2+ do RS via 1,4,5-fosfatidilinositol trifosfato (IP3) e a ativação 

de RhoA para sensibilizar a maquinaria contrátil (Fernández-Tenorio et al., 2011; 

Ureña et al., 2013). 
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Os canais Cav2 são relativamente insensíveis a dihidropiridina, entretanto 

estes canais são especificamente bloqueados com alta afinidade por toxinas 

peptídicas de aranhas e caracol marinhos. Estas toxinas peptídicas são potentes 

bloqueadores da transmissão sináptica devido aos seus efeitos específicos nos 

Cav2 (Olivera et al., 1994). Por outro lado, os canais Cav3 são insensíveis as 

dihidropiridinas que bloqueiam os canais Cav1 e também as toxinas peptídicas 

que bloqueiam os canais Cav2 (Perez-Reyes, 2003). Recentemente, vários 

agentes farmacológicos foram desenvolvidos para bloquear seletivamente o 

canal Cav3, sendo extremamente úteis quando utilizados em modelos de dor 

neuropática, epilepsia e comorbidades psiquiátricas, são eles: TTA-A2, TTA-P2 

e Z944(Perez-Reyes, 2003; Choe et al., 2011). 

 

1.5 Receptores de potencial transiente (TRPs) 

 

Os receptores de potencial transiente (TRPs) são canais catiônicos não 

seletivos envolvidos na transdução de sinais em células excitáveis e não 

excitáveis. Os genomas de mamíferos codificam diferentes subunidades de 

TRPs que, em conjunto, compõem a superfamília TRP, os quais contribuem 

significativamente para a regulação da [Ca2+]i (Flockerzi e Nilius, 2014; Nilius e 

Flockerzi, 2014). Estes canais são agrupados em seis subfamílias baseadas na 

sequência de aminoácidos, sendo assim designados como: canônicos ou 

clássicos (TRPCs), vanilóides (TRPVs), melastatinas (TRPMs), anquirinas 

(TRPAs), mucolipinas (TRPMLs) ou policistinas (TRPPs) (Clapham et al., 2003; 
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Venkatachalam e Montell, 2007; Earley e Brayden, 2015; Tykocki et al., 2017) 

(Figura 5). 

 

 

Figura 5: Árvore filogenética da superfamília TRP em camundongos. Fonte: 
Earley e Brayden (2015). 

 

Os TRPs expressam seis segmentos transmembrana (S1-S6), dois 

domínios intracelulares, um NH2 e outro COOH (Figura 6) (Beech et al., 2004; 

Earley e Brayden, 2015). 
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Figura 6: Estrutura molecular e domínio funcional dos TRPs. Fonte: Ealey e 
Brayden (2015). 

 

Os TRPC1, TRPC3, TRPC6, TRPV2 e TRPM4 sãos os principais TRPs 

expressos no músculo liso da artéria mesentérica (Inoue et al., 2006; Álvarez-

Miguel et al., 2017). 

O TRPC1 é um canal operado por estoque (SOC; do inglês, store-

operated cation channel) (Brueggemann et al., 2006) que forma um complexo 

com STIM1 (do inglês, stromal interaction molecule 1), uma proteína sensível ao 
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Ca2+ do RS. O complexo TRPC1-STIM pode promover a formação de IP3 e 

diacilglicerol (DAG), com consequente fosforilação da proteína quinase C (PKC) 

(Beech, 2005; Brayden et al., 2008; Tykocki et al., 2017). 

O TRPC3 está envolvido no controle da contratilidade vascular em 

artérias mesentéricas, sendo descrito como um canal operado por receptor 

(ROC; do inglês, receptor-operated cation channel) e SOC (Hofmann et al., 1999; 

Reading et al., 2005; Birnbaumer, 2009; Yeon et al., 2014). 

O TRPC6 possui múltiplas funções e pode agir como SOC, ROC, canal 

ativado por estiramento (SAC; do inglês, stretch-activated cation channel) e 

como canal ativado osmoticamente (OAC; do inglês, osmotically-activaded 

cation channel) (Vriens et al., 2004). 

O TRPV2 tem participação na mecanotransdução (Corey et al., 2004) e 

pode ser considerado um OAC (Muraki et al., 2003; Beech et al., 2004). O 

TRPM4 é ativado por altas concentrações de Ca2+
i (pEC50 3.9 – 6.3 [-100.0 – 

100.0 mV]) (Nilius et al., 2004; Nilius et al., 2005; Nilius et al., 2006), podendo 

amplificar o sinal de Ca2+
 através do influxo de Ca2+ por este canal. 

Alguns TRPs possuem domínios de anquirina, ou proteínas âncoras 

(família de proteínas que auxiliam na fixação de outras proteínas na membrana 

celular) na região NH2 terminal que facilitam a interação entre os TRPs, 

proporcionando múltiplas funções de acordo com o complexo formado, podendo 

agir com SOC, ROC, SMOC, OAC e/ou SAC (Clapham, 2003; Clapham et al., 

2003).  
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1.6 Sistema STIM-Orai 
 

Orai1 é um membro de uma nova classe de canais para Ca2+ que não 

estão estruturalmente relacionados com os outros canais para Ca2+ previamente 

citados. Orai1 se localiza na MP e age como um canal que promove a entrada 

de Ca2+ ativada pela depleção de estoque (SOCE, do inglês, store-operated 

Ca2+-entry). Orai1 é composto por 4 domínios transmembranas e dois domínios 

citoplasmáticos, um NH2 e outro COOH terminal (Figura 7A). O canal Orai1 

funcional é formado por um tetrâmero de 4 monômeros Orai1 que, quando 

ativado por STIM1, promove o influxo de Ca2+ com consequente preenchimento 

do RS (Feske et al., 2006; Prakriya et al., 2006; Gwack et al., 2007; Bergmeier 

et al., 2009; Kawasaki et al., 2010). 

STIM1 é uma proteína ancorada na membrana do RS que age como um 

sensor da concentração de Ca2+ luminal ([Ca2+]RS) e controla o influxo de Ca2+ 

por intermédio de um acoplamento direto com Orai1 (Hogan, 2015). STIM1 

possui um domínio NH2 terminal no lumen do RS, um único segmento 

transmembrana ancorado na membrana do RS e um domínio citoplasmático 

COOH terminal. No domínio citoplasmático existem subregiões chaves, tais 

como: CC1, SOAR/CAD e um seguimento polibásico (FIGURA 7B). O fragmento 

SOAR/CAD tem sido descrito como o fragmento mínimo capaz de ativar Orai1 

(Kawasaki et al., 2009; Park et al., 2009; Yuan et al., 2009). 
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Figura 7: A - Estrutura molecular de Orai1. Fonte: Moccia et al. (2015). B - STIM1 
em uma conformação alongada, ligando o ER à MP. Fonte: Hogan (2015) 

 

A mudança conformacional de STIM1 ocorre quando há diminuição da 

[Ca2+]RS, levando a dissociação do Ca2+ ligado a porção EF-SAM com 

consequente dimerização de STIM1. Neste sentido, após depleção de Ca2+ do 

RS, STIM1 se movimenta dentro do RS para a região da junção MP-RS e recruta 

o canal Orai1, onde as duas proteínas interagem (Liou et al., 2005; Zhang et al., 

2005; Wu et al., 2006; Navarro-Borelly et al., 2008; Park et al., 2009; Feske et 

al., 2012). A dimerização de STIM1 promove a liberação de sua calda polibásica 

para interagir com os lipídeos da MP, liberando o domínio SOAR/CAD para 

interagir com o canal Orai1. Após a ativação de Orai1, ocorre influxo de Ca2+ e 

consequente preenchimento do RS (FIGURA 8). O sistema STIM-Orai promove 

o influxo de Ca2+ apenas nas regiões em que o RS está próximo da MP (junção 

MP-RS), demarcando um microdomínio de sinalização de Ca2+ (Feske et al., 

2012; Zhou et al., 2013). 
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Figura 8:  Coreografia molecular da ativação de Orai1 por STIM1. Fonte: Feske 
et al. 2012. 

 

1.7 Receptores de Rianodina 

 

Os receptores de rianodina (RyRs, do inglês, ryanodine receptors) são 

canais para liberação de Ca2+ localizados na membrana do RS. Estes receptores 

receberam este nome após a rianodina, um alcalóide natural, ser identificada 

como um agonista por se ligar com alta afinidade e especificidade neste receptor, 

desempenhando interações preferenciais com o estado aberto do canal (Inui et 

al., 1987; Lai et al., 1988; Chu et al., 1990).  

O RyR está presente na forma de homotetrâmero, em que cada 

monômero contém aproximadamente 5.000 aminoácidos e possui massa 
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molecular de 565 kDa (Takeshima et al., 1989). O grupamento N-terminal, 

compreende cerca de 90% da cadeia polipeptídica do RyR e forma um volumoso 

domínio citoplasmático para modulação da função do canal (Marks et al., 2002). 

Os outros 10% correspondem a região C-terminal (Zorzato et al., 1990; Du et al., 

2002). 

 

Existem três isoformas do RyR em mamíferos: 

 

• RyR tipo 1 (RyR1): é predominantemente expresso no músculo 

esquelético e, em baixos níveis, no músculos cardíaco e liso 

(Takeshima et al., 1989; Zorzato et al., 1990). Em humanos, o gene 

que codifica o RyR1 está localizado no cromossomo 19q13.2 e possui 

104 éxons (Mattei et al., 1994). 

 

• RyR tipo 2 (RyR2): é predominantemente expresso no coração (Nakai 

et al., 1998), mas também é encontrado no encéfalo (Lai et al., 1992) 

e, em baixos níveis no estômago, pulmões, timo, glândula adrenal e 

ovários (Kuwajima et al., 1992; Giannini et al., 1995). O gene que 

codifica o RyR2 está localizado no cromossoma 1q43 e contém 102 

éxons (Mattei et al., 1994). 

 

• RyR tipo 3 (RyR3): é amplamente distribuído, sendo expresso no 

cérebro, músculo esquelético, músculo liso, diafragma e muitos outros 
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órgãos (Lai et al., 1992; Giannini et al., 1995). O gene que codifica o 

RyR3 está localizado no cromossoma 15q13.3-14 e contém 103 éxons 

(Mattei et al., 1994). 

 

A atividade do RyR pode ser modulada por diversas proteínas. Algumas 

proteínas se ligam a região citoplasmática do RyR modulando este canal como, 

por exemplo: a CaM, a FKBP12.6 (também conhecida como calestabina-2), a 

proteína quinase A (PKA) e as proteínas fosfatases (PP) 1 e 2A (Marx et al., 

2001; Marks et al., 2002) (Figura 9).  

 

 

Figura 9: Estrutura molecular do RyR. Fonte: Yano et al., (2006). 
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Todavia o RyR também pode ser mudulado por outras estruturas ou íons 

como descrito a seguir: 

 

• Cav1.2 (tipo L): No músculo esquelético ocorre interação física entre o 

RyR1 e o Cav1.2, o que promove a liberação de Ca2+ do RS para colaborar 

com o acoplamento excitação-contração. No músculo cardíaco o influxo 

de Ca2+ via Cav1.2 ativa o RyR2 devido a proximidade entre estes canais, 

levando a liberação de Ca2+ induzida por Ca2+  (LCIC) (Nakai et al., 1998). 

 

• Ca2+ e Mg2+: o Ca2+ modula o RyR tanto no lado citoplasmático quanto no 

lado luminal, possuindo um efeito direto no RyR via CaM e CaM quinase 

II (CaMKII; do inglês, calmodulin kinase II). O Mg2+ é um potente inibidor 

do RyR. (Meissner et al., 1986; Meissner, 1994; Meissner et al., 1997).  

 

• Rianodina: Em concentrações na faixa de nanomolar a rianodina abre o 

RyR. Já em altas concentrações (>100 µM) a rianodina inibe o canal 

(Meissner et al., 1986).  

 

• Cafeína: A cafeína é uma metilxantina, agonista do RyR em altas 

concentrações (mM)(Echeverri et al., 2010).  No nível celular e tecidual, 

baixas concentrações de cafeína (<500 µM) tem uma ação transitória 
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complexa de liberação de Ca2+
 na forma de “sparks” (Domeier et al., 

2009). 

 

As elevações da [Ca2+]i são denominadas sparks de Ca2+ e são causados 

pela liberação de Ca2+ do RS via RyR. No músculo estriado cardíaco e 

esquelético, estes eventos são fundamentais para o acoplamento excitação-

contração (Bers e Stiffel, 1993). Todavia, no músculo liso, os sparks de Ca2+ são 

responsáveis por se opor a contração vascular via ativação de canais para K+ 

sensíveis ao Ca2+ na MP, colaborando para o relaxamento vascular (Nelson et 

al., 1995; Krishnamoorthy et al., 2014). 

 

1.8 Canal ativado por Ca2+ de grande condutância para o K+ 

(BKCa) 

 

 Existem três tipos de canais para K+ ativados por Ca2+, são eles: o de 

pequena condutância (SKCa), os de condutância intermediária (IKCa) e os de 

grande condutância (BKCa) para o K+. Estes canais possuem diferentes 

propriedades. A tabela 2 sumariza as características funcionais utilizadas para 

definir os canais BKCa, IKCa e SKCa em vertebrados (Gardos, 1958; Blatz e 

Magleby, 1987). Os três tipos de canais diferem em sua dependência de 

voltagem, sensibilidade ao Ca2+, farmacologia e condutância. 
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Tabela 2: Canais KCa em vertebrados. Adaptado de Vergara et al. (1998) 

 

  

Os canais BKCa, também conhecidos como slo ou maxiK, possuem sua 

probabilidade de abertura determinada pelo potencial de membrana (Em), pela 

[Ca2+]i e pela [Mg2+]i (Shi e Cui, 2001; Zhang et al., 2001). BKCa é formado pela 

interação de duas proteínas, a subunidade α e a subunidade β. Estruturalmente, 

os canais BKCa são compostos por 4 subunidades α, cada uma com 7 segmentos 

transmembrana (S0-S6) e um largo domínio citoplasmático COOH terminal. S1-

S4 formam o domínio sensor de voltagem. S5, P e S6 formam, juntos, o principal 

domínio que permite a passagem de íons. Estes canais também possuem 

subunidades auxiliares β (Figura 10). Funcionalmente, a presença de 

subunidades β altera as características farmacológicas e de ativação do BKCa 

(Salkoff et al., 2006). Além disso, este canal pode ser modulado no seu domínio 

 

Propriedade 

Tipo de Canal 

BK, maxi K, ou IC IK ou AHP SK ou slow AHP 

[Ca2+]i necessária para 

ativação 

1-10 µM (a -50 mV) 50-900 nM 50-900 nM 

Dependência de voltagem e-fold/9 a 15 mV Nenhuma Nenhuma 

Condutância unitária do canal 100-250 pS 20-80 pS 4-20 pS 

Bloqueadores Caribdotoxina (nM), 

Iberiotoxina (nM), 

TEA (< 1mM), 

paxilina (µM). 

Α-KTx (nM), 

Clotrimazol (nM) 

Apamina (nM), 

Cetiloxina (nM), 

Curare (µM) 

Clones de mamíferos Slo1 [slo2, 3] IK1/SK4 SK1, 2, 3 
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citoplasmático por diversos mensageiros intracelulares, incluindo ROS, H+, CO, 

PIP2 e heme/hemin (Hou et al., 2009), como mostra a figura a seguir. 

 

 

Figura 10: Estrutura molecular do BKCa e diagrama esquemático mostrando os 
resíduos de aminoácidos envolvidos na modulação do canal BKCa por 
mensageiros intracelulares. Fonte: Hou et al. (2009). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A sinalização de Ca2+ é essencial no processo de excitação-contração do 

MLV. Os canais para Ca2+ presentes na MP desempenham um papel crucial 

nesse processo e podem modular a liberação de Ca2+ do RS (van Breemen et 

al., 2013). 

Em experimentos prévios realizados no nosso grupo demonstraram que 

quando anéis arteriais de mesentérica são estimulados com cafeína na presença 

de nifedipina, a contração é aumentada, sugerindo um fedback negativo da 

contração por Cav1.2. Estes resultados demonstram ser extremamente 

relevantes, uma vez que o influxo de Ca2+ via Cav1.2 geralmente contribui para 

a contração. Neste sentido, se torna fundamental o estudo da modulação da 

contração através do crosstalk entre os canais presentes na MP e no RS, a fim 

de se investigar a participação de cada canal na contração transitória induzida 

pela liberação de Ca2+ do retículo. 

As vias de sinalização de Ca2+ envolvendo os canais na MP e o RyR 

devem ser investigadas a níveis fisiológicos e patólogicos, tendo em vista que 

podem estar alteradas na presença da hipertensão arterial ou outras doenças 

cardiovasculares. Neste sentido, possíveis alvos terapêuticos para o tratamento 

da hipertensão arterial podem ser descobertos a partir do estudo da modulação 

da contração transitória via ativação dos RyRs pelos canais para Ca2+ da MP. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar os mecanismos de modulação da contração induzida pela 

ativação dos RyRs por cafeína em artérias mesentéricas de camundongos e 

humanos. 

 

3.2 Delineamento experimental 

 

1. Investigar a participação dos Cav1.2 na contração induzida pela liberação 

de Ca2+ do RS via RyR em artérias mesentéricas. 

2. Investigar a participação dos TRPs na contração induzida pela liberação 

de Ca2+ do RS via RyR em artérias mesentéricas. 

3. Investigar o envolvimento de BKCa na modulação da contração induzida 

pela ativação do RyR em artérias mesentéricas. 

4. Investigar a participação do NCX na modulação da contração induzida 

pela ativação do RyR em artérias mesentéricas 

5. Investigar a participação do sistema STIM-Orai na modulação da 

contração induzida pela ativação do RyR em artérias mesentéricas. 

 

 



41 
 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Aspectos éticos 

 

4.1.1 Humanos 

 

No presente trabalho foram utilizadas artérias humanas derivadas de 

material de descarte provenientes da região do omento (artérias do leito 

mesentérico), de pacientes submetidos a cirurgias para retirada de tumores 

intestinais, no Hospital Alberto Cavalcanti. Após o procedimento cirúrgico, os 

vasos foram mantidos em solução salina fisiológica (PSS - do inglês, 

physiological salt solution; mM): NaCl 119,0; KCl 4,7; KH2PO4 0,4; NaHCO3 1,17; 

MgSO4 14,9; CaCl2.2H2O 2,5 e glicose 5,5, e rapidamente transportados ao 

laboratório em uma caixa de isopor com gelo.  

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos à análise do 

comitê de ética – (certificado de apresentação para apreciação ética – CAAE) nº 

03885312.0.0000.5149. Os dados dos pacientes como idade, gênero, doenças 

associadas, uso de medicamentos pré e pós-operatórios, foram obtidos, 

mantendo-se a ética e o sigilo. A coleta do material proveniente das cirurgias 

intestinais só foi realizada após a assinatura do Termo de Consentimento Livre 

e Esclarecido (Anexo 1) pelo paciente ou responsável. 

Subdivisão dos grupos para estudo: Foram avaliados vasos de 

pacientes do sexo masculino e feminino. Os pacientes foram divididos entre: 



42 
 

1) Pacientes normotensos – aqueles que exibiam PA <140x80 mmHg e 

não faziam uso de medicamentos anti-hipertensivos; 

2) Pacientes hipertensos - aqueles que faziam uso de medicamentos anti-

hipertensivos e haviam sido diagnosticados como hipertensos. 

 

4.1.2 Camundongos 

 

Neste trabalho foram utilizadas artérias mesentéricas de camundongos 

swiss machos (8 a 12 semanas). Todos protocolos experimentais foram 

submetidos a apreciação do Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA) – UFMG protocolo nº 86/2015. Também foram utilizados camundongos 

C57BL/6J de 8 a 12 semanas (protocolo número 16.010 – IACUC – American 

Association for Laboratory Animal Science). Foram mantidos 5 animais por caixa 

em sala com temperatura constante (23 ºC) e 12 horas de ciclo claro/escuro. Os 

camundongos receberam água filtrada e ração padrão. 

 

4.2 Indução da hipertensão arterial – Modelo DOCA-Salt 
 

A hipertensão arterial foi induzida em camundongos swiss machos (6 

semanas de idade) que foram unilateralmente nefrectomizados sob anestesia 

com ketamina 85 mg/kg e xilazina 15 mg/kg, administrada por via intraperitoneal. 

Para isto, foi realizada uma incisão de cerca de 1,5 cm no lado esquerdo do 

abdômen. O rim esquerdo foi externalizado e removido após ligação da artéria e 

veia renais com um fio de sutura 4-0 (Ethicon, Inc, Somerville, NJ, USA). O 
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músculo e as camadas dérmicas foram suturados. Uma pequena área (1 cm) na 

região dorsal foi utilizada para a implantação do “pellet” de silicone contendo o 

mineralocorticóide acetato de deoxicorticosterona (DOCA, do inglês, 

deoxycorticosterone acetate; 75 mg/kg). Posteriormente, os camundongos 

receberam salina (água filtrada + 0.9 % NaCl + 0.2 % KCl) para beber. Os 

camundongos normotensos, denominados SHAM, foram submetidos a incisão 

unilateral, entretanto, não tiveram o rim removido. Além disso, receberam o 

implante dorsal do pellet de silicone sem mineralocorticóide. Posteriormente os 

camundongos SHAM receberam água filtrada para beber. Todos os animais 

receberam ração padrão e foram sacrificados 4 semanas após a cirurgia. 

 

4.3 Aferição da PA 
 

A pressão sistólica dos animais foi determinada através do método de 

pletismografia de cauda (Silva et al., 2013), utilizando o sistema de PA da série 

XBP 1000 (Kent Scientific Torrington, EUA). Os camundongos conscientes foram 

acondicionados em contensores em uma câmara de aquecimento controlada a 

37 ºC durante 5 minutos. Em seguida, um manguito de sensor integrado foi 

colocado na cauda para a aferição da PA. As medições foram realizadas a cada 

5 minutos e registradas utilizando um sistema de aquisição de dados DI-194RS 

(Dataq, Akron, EUA). As aferições da PA foram realizadas em triplicata em cada 

animal, sendo considerados hipertensos aqueles que apresentavam pressão 

sistólica > ou igual a 140 mmHg. 
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4.3 Avaliações realizadas no miógrafo de fios 
 

4.3.1 Montagem dos anéis de artérias mesentéricas 

 

As artérias mesentéricas derivadas da região do omento de vasos 

humanos e as artérias mesentéricas de segunda ordem de camundongos swiss 

machos foram dissecadas, removendo-se o tecido adiposo. As artérias foram 

segmentadas em anéis (de cerca de 1,6 e 2,0  mm de comprimento) que foram 

montados em miógrafo de fios (Mulvany e Halpern, 1977). Para isto, foram 

utilizados fios de aço de 40 m de diâmetro que transpassaram o lúmen dos 

vasos. Os fios de aço foram fixados sobre os grampos miográficos, mergulhados 

em um banho de solução salina fisiológica (mM): NaCl 119,0; KCl 4,7; KH2PO4 

0,4; NaHCO3 14,9; MgSO4 1,17; CaCl2 2,5 e glicose 5,5 - aerados por mistura 

carbogênica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantidos a 37 ºC (FIGURA 11). O 

registro da contração e relaxamento vascular foram adquiridos com o auxílio de 

transdutores de força isométricos acoplados a uma das bases do miógrafo. Os 

vasos foram mantidos a uma tensão aproximada de 2 mN, que equivale a cerca 

de 90% da tensão naturalmente exercida pela PA fisiológica. Estes 

permaneceram em estabilização durante 60 minutos. Durante o tempo de 

estabilização a solução fisiológica foi trocada a cada 15 minutos. 
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Figura 11: A e B - Artéria mesentérica de camundongo. Adaptado de (Jadeja et 
al., 2015); C - Sistema de reatividade vascular em miógrafo de fios. 

 

4.3.2 Teste da funcionalidade do endotélio 

 

O teste da funcionalidade do endotélio foi realizado após pré-contração 

das artérias com fenilefrina (3 µM) para mesentéricas de camundongos e 

noradrenalina (10 µM) para mesentéricas de humanos. Em seguida, ocorreu a 

adição de acetilcolina (ACh; 10 µM) a fim de se avaliar a resposta vasorelaxante. 
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A ausência de endotélio funcional foi confirmada por vasodilatação inferior a 

10%. A retirada do endotélio foi realizada através de leves fricções do fio de aço 

no lúmen vascular durante a passagem do primeiro fio. Todos os protocolos 

foram realizados em vasos desprovidos de endotélio funcional. 

 

4.3.3 Avaliação da participação do influxo de Ca2+ 

 

Este protocolo objetivou avaliar a participação do influxo de Ca2+ após a 

ativação do RyR. Cafeína 10 mM (Mcguire et al., 2002), responsável por liberar 

Ca2+ via RyR, foi utilizada como agente contrátil. Após rápida contração com 

cafeína em vasos desprovidos de endotélio funcional, a solução fisiológica foi 

trocada três vezes e, 30 minutos depois da primeira contração, a solução 

fisiológica foi trocada por solução 0 Ca2+ (NaCl 119,0; KCl 4,7; KH2PO4 0,4; 

NaHCO3 14,9; MgSO4 1,17, glicose 5,5 e EGTA 1 mM), sendo imediatamente 

realizado um estímulo contrátil com cafeína (10 mM).  

 

4.3.4 Avaliação da participação dos canais Cav1.2, TRPs e NCX 

 

Diferentes agentes farmacológicos foram utilizados a fim de se investigar 

o envolvimento do influxo de Ca2+ por meio dos principais canais para Ca2+ da 

MP, tais como: Cav1.2, TRPs e NCX. Após contrair as artérias mesentéricas com 

cafeína (10 mM) em vasos desprovidos de endotélio funcional, a solução 

fisiológica foi trocada três vezes. Em seguida, aguardou-se 15 minutos para o 

preenchimento do RS com Ca2+. Posteriormente, o anel vascular foi incubado 
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por 30 minutos com agentes farmacológicos direcionados aos alvos de interesse. 

Neste sentido, foram utilizados: nifedipina (10 µM), bloqueador de Cav1.2; 2-

aminoetoxidifenil borato (2-APB; 10 µM), bloqueador de TRPCs; vermelho de 

rutênio (RuR, do inglês, ruthenium red; 10 µM), bloqueador de TRPV; SKF-96365 

(30 µM), bloqueador de Orai; ou KB-R7943 (10 µM), bloqueador do modo reverso 

de NCX. Após o período de incubação, os vasos foram novamente contraídos 

com cafeína (10 mM), sendo registrada a área sob a curva (AUC) da contração 

e o pico de tensão.  

 

4.3.5 Avaliação da participação de BKCa
 

 

Este protocolo objetivou avaliar a participação de BKCa na contração 

induzida por cafeína. Após rápida contração com cafeína (10 mM), em vasos 

sem endotélio funcional, a solução fisiológica foi trocada três vezes. Em seguida, 

o anel vascular foi incubado por 30 minutos com paxilina (1 µM), bloqueador de 

BKCa. Após este período, os vasos foram contraídos novamente com cafeína (10 

mM), sendo registrada a AUC e o pico de tensão.  

 

4.4 Avaliação da fluorescência para o Ca2+ 
 

4.4.1 – Microscópio de fluorescência Zeiss Axiovert 

 

A fim de se verificar o papel dos diferentes canais para Ca2+ da MP na 

[Ca2+]c, as artérias mesentéricas de camundongos foram isoladas e colocadas 
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em solução PSS-HEPES (mM): NaCl 130, HEPES 10, glicose 6, KCl 4, NaHCO3 

4, CaCl2 1,8; MgSO4 1,2; KH2PO4 1,18 e EDTA 0,03, em pH 7,4 conforme 

trabalhos anteriores (Syyong et al., 2011; Garcia et al., 2016). Após as artérias 

serem divididas em anéis de cerca de 1,6 a 2 mm de comprimento, estas foram 

transpassadas por um fio de aço de 40 µM de diâmetro. Estes anéis foram 

colocados em uma cuba, protegida da luminosidade, contendo Fluo-4AM 

(comprimentos de onda 494/506 nm) 5 µM com 5 µM de ácido plurônico, diluído 

em PSS-HEPES durante  45 minutos. Após a incubação, o anel arteriolar foi 

retirado da cuba e montado em uma placa de montagem. O excesso de sonda 

foi removido trocando a solução PSS-HEPES duas vezes de 15 em 15 minutos 

durante 30 minutos. Posteriormente os vasos foram estimulados com cafeína, 

sendo realizado um registro de 2 minutos após o estímulo. 

Em seguida, a solução PSS-HEPES foi trocada a fim de se investigar a 

participação dos diferentes canais na membrana, sendo utilizado solução PSS-

HEPES-0 Ca2+ (mM): NaCl 130, HEPES 10, glicose 6, KCl 4, NaHCO3 4, MgSO4 

1,2; KH2PO4 1,18 e EGTA 1 mM, em pH 7,4 ou diferentes bloqueadores, tais 

como: nifedipina 10 μM, 2-APB 10 μM, RuR 10 μM, SKF-96365 30  μM ou NCX 

10 μM. Em seguida os anéis arteriais foram novamente estimulados com cafeína 

(10 mM) a fim de se avaliar a participação das diferentes estruturas da 

membrana no influxo de Ca2+. 

F0 foi utilizado como fluorescência basal antes do estímulo e F como 

fluorescência máxima após o estímulo com cafeína (10 mM), obtendo-se (F/F0). 
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As imagens da fluorescência para o Ca2+ no MLV foram adquiridas com auxílio 

do microscópio de fluorescência invertido Zeiss Axiovert objetiva de 40x.  

4.4.2 – Microscópio Confocal Yokogawa Spinning Disk 

 

A fim de se investigar a velocidade e amplitude da onda de cálcio, a 

segunda ramificação das artérias mesentéricas de camundongos C57BL/6J 

foram dissecadas conforme previamente descrito. Em seguida as artérias foram 

divididas em anéis de cerca de 2 mm de comprimento e cortadas 

longitudinalmente com o auxílio de uma micro tesoura. Posteriormente, os anéis 

foram fixados em uma micro placa de petri, com o auxílio de micro pinos (Figura 

12). Os vasos foram carregados com Fluo4-AM (5 µM) e ácido plurônico  (5 µM) 

diluído em solução PSS-HEPES por 45 minutos. Após este período, o excesso 

de sonda foi removido trocando a solução PSS-HEPES duas vezes de 15 em 15 

minutos durante 30 minutos. F0 foi utilizado como fluorescência basal antes do 

estímulo e F como fluorescência máxima após o estímulo com cafeína (10 mM), 

obtendo-se (F/F0). As imagens foram adquiridas com auxílio do microscópio 

confocal vertical Yokogawa Spinning Disk, com o auxílio da objetiva de 40x. Por 

se tratar de um microscópio vertical, o Yokogawa foi essencial para melhor 

resolução da imagem adquirida, a fim de se distinguir os eventos de Ca2+. As 

imagens foram analizadas com o auxílio do programa SparkAn, versão 5.5.0.0.e, 

de Adrian D. Bonev & Mark T. Nelson. 
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Estes protocolos foram obtidos durante o doutorado sanduíche no 

exterior no laboratório do professor Mark T. Nelson, no Departamento de 

Farmacologia da University of Vermont. 

 

 

Figura 12: Preparação da artéria mesentérica para microscopia de flurescência. 

 

4.5 Mensuração do potencial de membrana 
 

A fim de se verificar o potencial de membrana (Em) das artérias 

mesentéricas estimuladas com cafeína, estas foram montadas em placa de 

montagem e mantidas em solução PSS-HEPES, como descrito anteriormente 

(Garcia et al., 2016). Após divisão das artérias em anéis de cerca de 1,6 a 2 mm 

de comprimento, estas foram transpassadas por um fio de aço de 40 µM de 

diâmetro. O endotélio foi gentilmente removido com uma leve fricção do fio de 

aço no lúmen do vaso. O Em foi gravado com um microeletrodo de vidro 

preenchido com KCl 3 M (resistência de 30-50 MΩ). O microeletrodo foi montado 

em um micromanipulador (Leitz, Switzerland) e o Em foi registrado utilizando o 
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amplificador GeneClamp 500B e digitalizado com o Digidata 1200 (Axon 

Instruments, U.S.A) (Figura 13). O sinal foi monitorado e adquirido no modo de 

extenção do pClamp6 software. O empalamento foi considerado aceito quando 

uma repentina mudança no potencial negativo foi mantida constante durante 

pelo menos 1 min no ponto em que o Em ficou estável, e retornou 

instantaneamente para o nível de voltagem anterior após a retirada do 

microeletrodo. Os empalamentos foram realizados do lado da adventícia para os 

experimentos em vasos incubados com Nω-Nitro-L-arginine methyl ester 

hydrochloride (L-NAME; 300 µM). 

Após o empalamento da célula do MLV, os vasos foram estimulados com 

cafeína (10 mM), em seguida, a solução PSS-HEPES foi trocada e o vaso foi 

incubado por 15 minutos com nifedipina 10 μM, 2-APB 10 μM ou paxilina 1 μM. 

Em seguida os vasos foram novamente estimulados com cafeína a fim de se 

investigar o envolvimento de Cav1.2, TRPCs e BKCa no Em das células do MLV. 
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Figura 13: Mensuração do Em em artérias de resistência. 

 

4.6 Drogas 

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes drogas: 2-APB, 

acetilcolina, ácido plurônico, cafeína, DOCA, fenilefrina, nifedipina, 

noradrenalina, paxilina, RuR, SKF-96365, xilazina, KB-R7943 e ketamina foram 

adquiridas da Sigma-Aldrich. O Fluo4-AM foi adquirido da Thermo Fisher 

Scientific. 

 

4.7 Análise estatística 

Os resultados foram analizados com o auxílio do GraphPad Prism 7, 

sendo expressos como a média ± erro padrão da média de 5 experimentos de 

reatividade vascular e ~10 células de 3 animais em experimentos com 

microscopia de fluorescência. As diferenças foram consideradas significativas 
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quando P<0,05. As imagens de microscopia de fluorescência foram analisadas 

de acordo com a intensidade de fluorescência por área. Os resultados foram 

comparados pelo teste-t de Student ou pelo método ANOVA de uma via.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 PARTE I – O feedback entre TRPs, BKCa e Cav1.2 previne a 

contração excessiva em resposta a cafeína em artérias 

mesentéricas de camundongos 
 

5.1.1 A cafeína induz contração transitória dependente do influxo 

de Ca2+. 

 

A fim de se obter um controle de cada vaso, estes foram contraídos duas 

vezes com cafeína, com intervalo de 30 minutos entre a primeira e a segunda 

contração (Figura 14A).  

 

Figura 14: A. Contrações transitórias induzidas por cafeína (10 mM) e intervalo 
entre os estímulos. B. Fases rápida e lenta da contração transitória induzida por 
cafeína. 

 

Cafeína (10 mM) induz contração transitória e aumento da fluorescência 

para o Ca2+ em artérias mesentéricas de camundongos. Neste sentido, os 

resultados obtidos demonstram que o segundo estímulo contrátil e fluorescente 
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foi similar ao primeiro (Figura 15), demonstrando que não há dessensibilização 

da maquinaria contrátil após o primeiro estímulo contrátil. 

 

 

Figura 15: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM). A-C mostram 
o traçado, AUC e pico de tensão da contração, respectivamente. Os resultados 
foram expressos como a média ± erro padrão da média de 6 camundongos. D-F 
mostram o traçado, AUC e pico da fluorescência, respectivamente. Os resultados 
foram expressos como a média ± erro padrão da média de 3 camundongos. N.S. 
– não significativo. Teste-t pareado. 

 
O influxo de Ca2+ é fundamental para a contração. O aumento na [Ca2+]i 

induzida por fenilefrina, por exemplo, é dependente do influxo de Ca2+ via Cav1.2 

e TRPs (Syyong et al., 2011; Garcia et al., 2016). A fim de se investigar a 

participação do influxo de Ca2+ na contração transitória das artérias 

mesentéricas, estas foram estimuladas com cafeína em solução 0 Ca2+. Os 

resultados obtidos com este protocolo demonstram diminuição da contração e 
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da fluorescência para o Ca2+ (Figura 16), constatando a importância do Ca2+
e na 

contração transitória. 

 

 

Figura 16: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) em solução 0 
Ca2+. A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da contração, 
respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão 
da média de 5 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico de 
fluorescência, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± 
erro padrão da média de 3 camundongos. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 vs 
controle. Teste-t pareado. 

 

A constante de decaimento (λ) da contração transitória e da fluorescência 

para o Ca2+ induzidas por cafeína, possui uma fase rápida e outra lenta (Figura 

14B). Análise da λ da fluorescência revela aumento das fases rápida e lenta em 
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solução 0 Ca2+ (Tabela 3), indicando redução do tempo de meia vida (t½), uma 

vez que este é inversamente proporcional a λ.  

 

Tabela 3: Fases rápida e lenta da λ da contração e da fluorescência para o Ca2+ 
induzidas por cafeína (10 mM).  

Regressão não-linear – decaimento exponencial de duas fases seguido de teste-t não pareado. 

*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 versus respectivo controle. 

 

5.1.2 Ativação do RyR induz a interação dos canais Cav1.2 e BKCa 

 

A entrada de Ca2+ no MLV ocorre principalmente via Cav1.2 e canais não 

operados por voltagem que promovem consequente vasoconstrição (Davis e Hill, 

1999). Ao se investigar a participação dos Cav1.2, foi possível verificar que seu 

bloqueio diminui a fluorescência para o Ca2+ mas aumenta a contração transitória 

induzida por cafeína (Figura 17). 

 

Rápida Lenta Rápida Lenta 

Controle 2.12 ± 0.19 2.35 ± 0.41 2.86 ± 0.43 5.06 ± 0.41 

2ª contração 1.88 ± 0.32 2.5 ± 0.85 2.47 ± 0.42 4.31 ± 0.56 

Controle 3.23 ± 0.49 3.11 ± 0.57 1.14 ± 0.39 0.78 ± 0.24 

0 Ca 
2+ 3.17 ± 0.70 4.21 ± 0.88 2.99 ± 0.24 **** 1.47 ± 0.12 ** 

Controle 2.49 ± 0.98 2.52 ± 0.99 1.57 ± 0.22 1.67 ± 0.2 

Nifedipina 5.94 ± 1.59 4.95 ± 1.49 2.04 ± 0.39 1.49 ± 0.36 

Controle 0.49 ± 0.36 5.64 ± 1.08 2.33 ± 1.23 3.49 ± 1.24 

2-APB 1.42 ± 0.16 * 1.64 ± 0.46 ** 1.21 ± 0.82 1.54 ± 0.07 

Controle 0.18 ± 0.01 3.03 ± 1.48 0.44 ± 0.14 2.77 ± 0.65 

RuR 2.93 ± 0.9 * 2.16 ± 0.31 1.86 ± 0.59 ** 2.09 ± 0.56 

Controle 1.83 ± 0.98 3.84 ± 1.37 

Paxilina 5.99 ± 1.06 * 6.09 ± 0.75 

C 

D 

E 

F 

CONSTANTE DE DECAIMENTO (λ; s) 

 

Contração Ca 
2+  

fluorescência 

A 

B 
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Figura 17: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) na presença 
de nifedipina (10 µM). A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da 
contração, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± erro 
padrão da média de 6 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico de 
fluorescência. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da 
média de 3 camundongos. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 vs controle. Teste-t 
pareado. 

 

A ativação de canais KCa é essencial para a manutenção do potencial de 

membrana (Em), que é mantido entre -35 e -50 mV no MLV devido à abertura de 

canais para K+ e ação da bomba de Na+/K+ (Madden e Rusch, 2001).  A fim de 

se verificar a participação de BKCa em um possível mecanismo de feedback com 

Cav1.2, os vasos foram incubados com paxilina (1 µM), bloqueador de BKCa. Na 

presença de paxilina observa-se o aumento da AUC da contração (Figura 18), 

bem como o ocorrido na presença de nifedipina (bloqueador de Cav1.2). 
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Figura 18: Contração transitória para o Ca2+ em artérias mesentéricas de 
camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) na presença de paxilina (1 µM). 
A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da contração, respectivamente. 
Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da média de 8 
camundongos.***P<0.001 vs controle. N.S – não significativo. Teste-t pareado. 

 

Por meio da técnica de empalamento de célula para mensuração do Em, 

foi possível verificar que a hiperpolarização induzida pela liberação de Ca2+ via 

RyR é abolida na presença de nifedipina ou paxilina (Figura 19A e B), indicando 

a participação dos canais Cav1.2 e BKCa em um mecanismo de crosstalk para 

um feedback negativo da contração. 
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Figura 19: Em na presença de cafeína ou cafeína + nifedipine, paxilina ou 2-
APB. * P<0.05, **P<0-.01, ***P<0.001. ANOVA de uma via. Os resultados 
representam a média ± SEM de 4 animais. 

 

5.1.3 A contração transitória induzida por cafeína induz a ativação 

de TRPs 

 

Os TRPs estão presentes nas células como canais catiônicos não-

seletivos e desempenham importante papel na regulação da contração do MLV. 

O bloqueador de TRP, 2-APB (10 µM), reduz a fluorescência para o Ca2+ e 

aumenta a contração transitória induzida por cafeína (Figura 20). Análises do 

Em demonstram que na presença de 2-APB, a hiperpolarização dependente de 

cafeína é bloqueada em artérias de camundongo (Figura 19C). Da mesma 

forma, RuR (10 µM), outro bloqueador de TRPs, reduz a fluorescência para o 

Ca2+ enquanto aumenta a AUC da contração (Figura 21).  
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Figura 20: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) na presença 
de 2-APB (10 µM). A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da contração, 
respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão 
da média de 5 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico de 
fluorescência. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da 
média de 3 camundongos. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 vs controle. Teste-t 
pareado. 
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Figura 21: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) na presença 
de RuR (10 µM). A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da contração, 
respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão 
da média de 5 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico de 
fluorescência. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da 
média de 3 camundongos. *P<0.05, ****P<0.0001 versus controle. N.S. – não 
significativo. Teste-t pareado. 

 

O sistema STIM-Orai é de fundamental importância para o preenchimento 

do RS. Neste sentido, SKF-96365, bloqueador de Orai, foi utilizado para 

investigar a participação deste canal.  SKF-96365 (30 µM), abole a contração e 

reduz a fluorescência para o Ca2+ em estímulo a cafeína em artérias 

mesentéricas de camundongos (Figura 22). 
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Figura 22: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) na presença 
de SKF-96365 (30 µM). A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da 
contração, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± erro 
padrão da média de 5 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico de 
fluorescência. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da 
média de 3 camundongos. **P<0.01, ***P<0.001 versus controle. Teste-t 
pareado. 

 

5.1.4 O modo reverso do NCX colabora para a contração induzida 

por cafeína 

 

O influxo de Na+ via TRPs colabora para que NCX inverta o seu modo 

de operação (entrada de Ca2+ e saída de Na+) e contribua para o preenchimento 

do RS (Poburko et al., 2008). Na presença de KB-R7943 (10 µM), bloqueador do 

modo reverso de NCX, ocorreu redução da contração e da fluorescência para o 
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Ca2+ (Figura 23). Estes resultados sugerem a ativação do modo reverso de NCX 

na contração transitória estimulada por cafeína.  

 

 

Figura 23: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ em artérias 
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeína (10 mM) na presença 
de KB-R7943 (10 µM). A-C mostram o traçado, AUC e pico de tensão da 
contração, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média ± erro 
padrão da média de 5 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico de 
fluorescência. Os resultados foram expressos como a média ± erro padrão da 
média de 3 camundongos. **P<0.01, **** P<0.0001 versus controle. Teste-t 
pareado. 

 

5.1.5 Avaliação da velocidade da onda de Ca2+ perto da MP 

 

Com o auxílio do microscópio confocal vertical, foi possível diferenciar 

os eventos de Ca2+ localizados próximo da MP plasmática ou no citosol (Figura 
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24). Os resultados obtidos demonstram que a velocidade da onda de Ca2+ e o 

pico da fluorescência é maior perto da MP. 

 

Figura 24: Velocidade da onda de Ca2+ perto da MP vs profundamente no citosol. 
A- figura representativa de célula estimulada em que se pode diferenciar o Ca2+ 
perto da MP. B – velocidade da onda de Ca2+ e C- pico de fluorescência em 
célula estimulada com cafeína. *p<0,05 e ** P<0,01 versus Ca2+ no citosol.  
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5.2 PARTE II – Alterações induzidas pela 

hipertensão arterial em artérias mesentéricas de 

camundongos. 

 

5.2.1 – A hipertensão arterial promove a perda do feedback 

negativo entre TRP-Cav-BKCa channel.  

 

As artérias mesentéricas de camundongos hipertensos (DOCA-Salt) e 

normotensos (SHAM) foram submetidas a protocolos similares aos citados 

anteriormente. A figura 25 mostra os dados da PA do grupo SHAM e DOCA-Sal. 

 

 

Figura 25: Gráfico das variações de PAS (pressão arterial sistólica), PAM 
(pressão arterial média) e PAD (pressão arterial diastólica) obtidas em 
camundongos SHAM e DOCA-Sal pelo método de pletismografia de cauda. 

 

O segundo estímulo contrátil induzido por cafeína (10 mM) foi 

semelhante ao primeiro em ambos os grupos. Entretanto, ocorreu redução do 

pico de fluorescência após o segundo estímulo (Figura 26), indicando 
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dessensibilização da resposta ao Ca2+ em hipertensos. Todavia, o Ca2+ liberado 

no segundo estímulo induzido por cafeína foi suficiente para que a contração 

fosse similar a primeira. 
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Figura 26: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ estimuladas por cafeína em anéis de artéria mesentérica de 
camundongos normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal). A-C mostram o traçado representativo, AUC e pico de 
contração, respectivamente. Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de pelo menos 6 
camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico da fluorescência para o Ca2+. Dados são representados pela média ± erro 
padrão da média de 3 camundongos. **** P<0.0001 versus controle. ANOVA de uma via. 
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Para avaliar a participação do Ca2+
e na contração de artérias 

mesentéricas de camundongos hipertensos, a solução fisiológica foi trocada 

antes do segundo estímulo contrátil. Em solução 0 Ca2+ a contração transitória e 

a fluorescência são reduzidas em ambos os grupos (Figura 27), indicando 

participação do influxo do Ca2+ em artérias de normotensos e hipertensos. 

Neste sentido, a fim de se verificar a participação do influxo de Ca2+ via 

Cav1.2 em artérias mesentéricas de camundongos hipertensos, os vasos foram 

incubados com nifedipina (10 µM). Contudo, o bloqueio de Cav1.2 não induz 

aumento da contração transitória, apesar de haver diminuição da fluorescência 

para o Ca2+ (Figura 28). Estes resultados indicam ausência do envolvimento 

funcional dos canais Cav1.2 no mecanismo fino de regulação das artérias 

mesentéricas de camundongos hipertensos. Sugerindo perda do mecanismo de 

crosstalk entre Cav1.2-BKCa em hipertensos. 
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Figura 27:  Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ estimuladas por cafeína em camundongos normotensos (sham) e 
hipertensos (DOCA-Sal) em solução 0 Ca2+. A-C mostram o traçado representativo, AUC e pico de contração, respectivamente. 
Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de 6 camundongos. D-F mostram o traçado, AUC e pico da 
fluorescência para o Ca2+. Dados são representados pela média ± erro padrão da média de 3 camundongos. * P<0.05, ** P<0.01, 
*** P<0.001, **** P<0.0001 versus controle. ANOVA de uma via. 
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Figura 28: Contração transitória e fluorescência para o Ca2+ estimuladas por cafeína em camundongos normotensos (sham) e 
hipertensos (DOCA-Sal) na presença de nifedipina (10 µM). A-C mostram o traçado representativo, AUC e pico de contração, 
respectivamente. Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de 7 camundongos. D-F mostram o 
traçado, AUC e pico da fluorescência para o Ca2+. Dados são representados pela média ± erro padrão da média de 3 
camundongos. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001 versus controle. ANOVA de uma via.
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Tendo em vista que os resultados obtidos com o bloqueio de Cav1.2 em 

camundongos hipertensos sugerem a perda do crosstalk com BKCa, os vasos 

foram incubados com paxilina (1 µM). Neste sentido, é possível observar que 

paxilina não altera a contração transitória induzida por cafeína (Figura 29). Estes 

resultados demonstram ausência do crosstalk entre Cav1.2 e BKCa para prevenir 

a contração excessiva em hipertensos. Além disso, na presença do bloqueador 

de TRPC, 2-APB, também não se observa alteração da contração em artérias 

de camundongos hipertensos (Figura 30). 

A sinalização aumentada de STIM1/Orai representa um mecanismo para 

o aumento da ativação de vias de sinalização dependentes de Ca2+ em artérias 

de animais hipertensos. Neste sentido, artérias mesentéricas de camundongos 

hipertensos e normotensos foram incubadas com SKF-96365 (30 µM). Os 

resultados obtidos demontram a redução da contração em artérias de 

normotensos e hipertensos estimulados com cafeína (Figura 31).  
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Figura 29: Contração transitória estimulada por cafeína em camundongos 
normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal) na presença de paxilina. A-C 
mostram o traçado representativo, AUC e pico de contração, respectivamente. 
Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de 9 
camundongos SHAM e 5 DOCA-Sal. * P<0.05 versus controle. ANOVA de uma 
via. 
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Figura 30: Contração transitória estimulada por cafeína em camundongos 
normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal) na presença de 2-APB. A-C 
mostram o traçado representativo, AUC e pico de contração, respectivamente. 
Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de pelo 
menos 5 camundongos. *P<0.05 versus controle. ANOVA de uma via. 
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Figura 31: Contração transitória estimulada por cafeína em camundongos 
normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal) na presença de SKF-96365. A-
C mostram o traçado representativo, AUC e pico de contração, respectivamente. 
Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de 6 
camundongos SHAM e 7 DOCA-Sal. ** P<0.01, *** P<0.001, **** P<0.0001 
versus controle. ANOVA de uma via. 
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5.3 PARTE III – ALTERAÇÕES INDUZIDAS 

PELA HIPERTENSÃO ARTERIAL EM 

ARTÉRIAS MESENTÉRICAS DE HUMANOS.  

 

 

Como descrito anteriormente, o mecanismo de crosstalk entre TRPs-

Cav1.2-BKCa encontrado em camundongos é essencial no feedback negativo da 

contração induzida por cafeína. Contudo, este mecanismo está prejudicado em 

camundongos hipertensos. Neste sentido, a fim de se verificar a transposição 

dos resultados para artérias de humanos, protocolos semelhantes aos realizados 

em camundongos foram aplicados nas artérias mesentéricas de humanos 

hipertensos e normotensos. A tabela 4 mostra os dados dos pacientes utilizados 

neste trabalho. 
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Tabela 4: Dados dos pacientes utilizados neste estudo. 

 

O segundo estímulo contrátil induzido por cafeína (10 mM) é semelhante 

ao primeiro em ambos os grupos, normotensos e hipertensos (Figura 32). Em 

solução 0 Ca2+, a contração transitória é reduzida (Figura 33). Ao se avaliar a 

participação de Cav1.2, é possível observar que o seu bloqueio induz o aumento 

da contração em normotensos, mas não altera a contração das artérias 

mesentéricas de humanos hipertensos (Figura 34). Além disso, as artérias 

mesentéricas de humanos hipertensos demonstram ter perda do mecanismo de 

 
Normotensos Hipertensos Valores de 

referência 

Nº de pacientes 22 22 _ 

Masculino 12 10 _ 

Feminino 10 12 _ 

Idade 53,05 ± 3,17 65,09 ± 2,23 _ 

Pressão Sistólica 114,7 ± 1,42 134,1 ± 4,47 120 mmHg 

Pressão Diastólica 74,27 ± 1,47 83,86 ± 2,41 80 mmHg 

Creatinina 0,74 ± 0,055 1,18 ± 0,17 0.5-1.2 mg/dl 

Ureia  25,31 ± 2,21 50,45 ± 7,41 15-43 mg/dl 

Sódio 138,4 ± 2,12 141,7 ± 0,67 137-145mg/dl 

Potássio 4,047 ± 0,13 4,345 ± 0,18 3.5 - 5.1 mg/dl 

IMC 25,4 ± 1,19 26,07 ± 1,24 <18,5 e > 25,0 

Frequência Cardíaca 81,19 ± 1,836 80,82 ± 1,891 60- 80 bpm 

Glicose 112,9 ± 12,21 112,1 ± 6,02 69-99 mg/dl 

Dislipidemia 1 7 _ 

Tabagismo 7 5 _ 

Etilismo  4 4 _ 

MEDICAMENTOS 

Inibidores da ECA _ 7 _ 

Diuréticos  _ 11 _ 

Bloqueadores de 
Canais para Ca2+ 

_ 2 _ 

β-Bloqueador  _ 5 _ 

Antagonista do AT1R _ 7 _ 

Simpatomimético de 
Ação Central 

_ 3 _ 
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feedback negativo da contração existente em normotensos, uma vez que não há 

aumento da contração transitória na presença de paxilina em artérias de 

humanos hipertensos (Figura 35).  

Ao se investigar a participação dos TRPs na contração induzida pela 

liberação de Ca2+ via RyR, observa-se que 2-APB e RuR, não alteram a 

contração induzida pela liberação de Ca2+ dos estoques (Figuras 36 e 37), ao 

contrário do que ocorre em murinos. Estes resultados sugerem a ausência do 

envolvimento funcional dos TRPs no mecanismo de feedback negativo com BKCa 

em artérias de humanos normotensos e hipertensos. 

Ao se avaliar o envolvimento dos canais Orai nas artérias mesentéricas, 

é possível verificar que a contração transitória induzida por cafeína é reduzida 

em ambos os grupos na presenca de SKF-96365 (Figura 38). Por outro lado, o 

bloqueio do modo reverso de NCX com KB-R7943 não reduziu a contração em 

anéis arteriais de mesentéricas humanas. Contudo, ocorreu aumento do pico de 

tensão da contração em humanos hipertensos (Figura 39). 
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Figura 32: Contração transitória estimuladas por cafeína em artérias 
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos. Traçado representativo 
(A), AUC (B) e pico de contração (C), respectivamente. Os resultados são 
representados pela média ± erro padrão da média de 10 pacientes normotensos 
11 hipertensos. N.S. – Não significativo. ANOVA de uma via. 
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Figura 33: Contração transitória estimuladas por cafeína em artérias 
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos em solução 0 Ca2+. 
Traçado representativo (A), AUC (B) e pico de contração (C), respectivamente. 
Os resultados são representados pela média ± erro padrão de 7 pacientes 
normotensos e 5 pacientes hipertensos. ***P<0.001, ****P<0.0001 versus 
controle. ANOVA de uma via. 
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Figura 34: Contração transitória estimuladas por cafeína em artérias 
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presença de 
nifedipina. Traçado representativo (A), AUC (B) e pico de contração (C), 
respectivamente. Os resultados são representados pela média ± erro padrão da 
média de 5 pacientes normotensos e 11 pacientes hipertensos. *P<0.05 versus 
controle. N.S. – Não significativo. ANOVA de uma via. 
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Figura 35: Contração transitória em artérias mesentéricas de pacientes 
normotensos e hipertensos na presença de paxilina (1 µM). Traçado 
representativo (A), AUC (B) e pico de contração (C), respectivamente. Os 
resultados são representados pela média ± erro padrão da média de 4 pacientes 
normotensos e 5 pacientes hipertensos. **P<0.01 versus controle. N.S.- Não 
significativo. ANOVA de uma via. 
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Figura 36: Contração transitória  em artérias mesentéricas de pacientes 
normotensos e hipertensos na presença de 2-APB. Traçado representativo (A), 
AUC (B) e pico de contração (C), respectivamente. Os resultados são 
representados pela média ± erro padrão da média de 9 pacientes normotensos 
e 6 hipertensos. N.S.- Não significativo. ANOVA de uma via. 
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Figura 37: Contração transitória estimuladas por cafeína em artérias 
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presença de RuR. 
Traçado representativo (A), AUC (B) e pico de contração (C), respectivamente. 
Os resultados são representados pela média ± erro padrão da média de 10 
pacientes normotensos e 9 pacientes hipertensos. N.S.-Não significativo. 
ANOVA de uma via. 
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Figura 38: Contração transitória estimuladas por cafeína em artérias 
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presença de SKF-
96365 (30 µM). Traçado representativo (A), AUC (B) e pico de contração (C), 
respectivamente. Os resultados são representados pela média ± erro padrão da 
média de 8 pacientes normotensos e 10 hipertensos. *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.01, ****P<0.0001 versus controle. ANOVA de uma via. 
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Figura 39: Contração transitória estimuladas por cafeína em arteríolas 
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presença de KB-
R7943 (10 µM). Traçado representativo (A), AUC (B) e pico de contração (C), 
respectivamente. Os resultados são representados pela média ± erro padrão da 
média de 4 pacientes normotensos e 3 hipertensos. ***P<0.01 versus controle. 
N.S. - não significativo. ANOVA de uma via. 
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6 DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho é dividido em três partes, a primeira delas trata de 

elucidar os mecanismos de regulação da contração transitória induzida por 

cafeína em artérias de resistência de camundongos. Em seguida, investiga-se a 

participação do influxo de Ca2+ e o envolvimento dos canais para Ca2+ da MP no 

mecanismo contrátil. A segunda parte, relata as disfunções da sinalização de 

Ca2+ na hipertensão arterial. Contudo, ainda mais importante são os resultados 

encontrados em vasos humanos (terceira parte), confirmando os mecanismos 

de feedback negativo da contração em um crosstalk entre os canais Cav1.2 e 

BKCa em normotensos. Este trabalho também demonstra que o mecanismo de 

crosstalk entre Cav1.2 e BKCa está prejudicado em artérias mesentéricas de 

camundongos e humanos hipertensos. 

O efeito da cafeína no MLV ocorre através da ativação dos RyR no RS 

(Karaki e Weiss, 1988) promovendo liberação de Ca2+ com consequente 

contração transitória e aumento da fluorescência para o Ca2+ (Garcia et al., 

2016). Ito et al. (1989), demonstraram que a contração transitória induzida por 

cafeína promove uma resposta fásica em solução 0 Ca2+ que é 

aproximadamente 50% da resposta contrátil em solução com Ca2+ em artéria 

ilíaca de coelho. Nossos resultados demonstram que em solução 0 Ca2+ a 

ativação do RyR requer mecanismos de influxo fazendo com que o Ca2+ seja 

essencial para que a contração máxima seja obtida. 

O Influxo de Ca2+ via Cav1.2 é fundamental para a contração e tônus 

miogênico. Trabalhos na literatura têm demonstrado que o tônus miogênico é 
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marcadamente reduzido na presença de bloqueadores de Cav1.2 (Davis e Hill, 

1999), incluindo dihidropiridinas, tais como nifedipina. Por outro lado, Tajada e 

colaboradores (2013) demonstraram que células de camundongos hipertensos 

têm cerca de 30 a 40% menos Cav1.2 expressos do que células de 

camundongos normotensos. Entretanto, na presença da hipertensão, estes 

canais formam clusters possibilitando maior entrada de Ca2+, ou maiores 

sparklets, apesar de estarem com expressão reduzida. Nossos resultados 

demonstram que o bloqueio de Cav1.2 por nifedipina não reduz a contração 

transitória em estímulo a cafeína mas, ao contrário, a aumenta. Neste caso, seria 

esperado a redução da contração ou ausência de alteração da mesma. Contudo, 

nossos resultados sugerem que o influxo de Ca2+ via Cav1.2 limita a contração 

induzida por cafeína a partir de um mecanismo de feedback negativo. 

 As junções MP-RS são essenciais para a sinalização de Ca2+, 

promovendo um fino mecanismo de regulação pela interação entre RyRs, canais 

para K+ e canais para Ca2+ (Van Breemen et al., 2013). Suzuki et al. (2013), 

demonstraram que BKCa e Cav1.2 podem interagir para a formação de clusters. 

Neste sentido, nossos resultados demonstram o envolvimento de BKCa na 

contração transitória induzida por cafeína, uma vez que ocorreu aumento da 

AUC da contração em artérias mesentéricas de camunundongos, fato 

semelhante ao observado com o bloqueador de Cav1.2. Os resultados obtidos 

também demonstram bloqueio da hiperpolarização na presença dos 

bloqueadores de BKCa ou Cav1.2 em artérias de camundongos. Este trabalho 

mostra que o influxo de Ca2+ via Cav1.2 ativa BKCa e hiperpolariza a célula, 
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provavelmente por um mecanismo de regulação fina que ocorre na junção MP-

RS através de microdomínios em vasos de resistência.  

Estudos indicam que a idade ou doenças vasculares podem diminuir a 

quantidade de junções MP-RS em vasos humanos (Dai et al., 2010), o que 

prejudica o mecanismo fino de regulação do Ca2+. Alguns trabalhos, com 

murinos e humanos, demonstraram que na presença da hipertensão arterial 

ocorre diminuição da corrente de saída transitória espontânea (STOC) e da 

sensibilidade de BKCa ao Ca2+
. Além disso, a diminuição da STOC é resultado 

da redução da expressão da subunidade β-1 do BKCa em células do MLV (Tajada 

et al., 2013; Yang et al., 2013). Pode-se notar que as artérias mesentéricas de 

humanos hipertensos não apresentaram aumento da contração na presença do 

bloqueador de BKCa, bem como na presença de nifedipina. Estes resultados 

sugerem a hipertensão induz a perda do mecanismo de feedback negativo entre 

Cav1.2 e BKCa. 

Os TRPCs são uma família bem identificada que regula a depleção dos 

estoques. TRPC1, TRPC4 e TRPC5, por exemplo, agem como SOCs (Ambudkar 

et al., 2006; Ambudkar e Ong, 2007). Kwan et al. (2009) sugerem que TRPC1 e 

BKCa se colocalizam nas células do MLV e que o influxo de Ca2+ via TRPC1 ativa 

BKCa para induzir hiperpolarização. Portanto, nossos resultados demonstram 

aumento da contração e a diminuição da fluorescência para o Ca2+ em artérias 

mesentéricas de camundongos, além da inibição da hiperpolarização induzida 

por cafeína na presença de 2-APB. 

Os canais TRPVs são importantes sensores de estímulos bioquímicos e 

fisiológicos (Clapham, 2003). O trabalho de Earley et al. (2005), demonstrou que 
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TRPV4 forma um complexo de sinalização de Ca2+ com o RyR e BKCa 

promovendo a hiperpolarização do músculo liso e vasodilatação via LCIC. Logo, 

o presente trabalho demonstra que o bloqueio de TRPVs induziu o aumento da 

AUC da contração enquanto reduziu a fluorescência para o Ca2+ em artérias de 

camundongos. Contudo, em artérias mesentéricas de humanos normotensos ou 

hipertensos, não ocorreu alteração da contração na presença de RuR. Estes 

resultados sugerem o envolvimento do influxo de Ca2+ via TRPVs na prevenção 

da contração excessiva e participando do mecanismo de feedback negativo em 

artérias mesentéricas de camundongos, o que não acontece em humanos.  

É importante ressaltar que a sequência dos eventos que desencadeiam a 

ativação dos canais para K+ não está bem esclarecida. No entanto, nossos 

resultados deixam claro que tanto TRPs e Cav1.2 participam deste processo.  

Krishnamoorthy et al. (2014), demonstraram que BKCa e RyRs possuem 

papéis opostos no músculo liso. Enquanto a liberação de Ca2+ na forma de 

sparks via RyRs ativa BKCa, este se opõe a contração através do efluxo de K+
 

provendo hiperpolarização celular. Todavia, nossos resultados demonstram que 

quando Cav1.2 ou TRPCs de artérias mesentéricas de camundongos são 

bloqueados, não existe hiperpolarização residual. Logo, a liberação de Ca2+ via 

RyRs não está ativando diretamente BKCa quando os vasos são estimulados por 

cafeína. Este fato pode ser explicado pela colocalização dos microdomínios de 

Ca2+ intracelulares em que a proximidade e sensibilidade ao Ca2+ de elementos 

individuais levam a regulação extramamente restrita do influxo de Ca2+ via 

Cav1.2 e a mudanças no Ca2+ global (Tykocki e Nelson, 2015). Além disso, 

nossos resultados demonstram que a intensidade da fluorescência e a 
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velocidade da onda de Ca2+ é maior perto da MP do que mais profundamente no 

citosol. Estes dados reforçam a participação dos canais da membrana, 

contribuindo para que o influxo ative BKCa mais rapidamente.  

O NCX é um trocador para mudanças localizadas na [Na+]i e [Ca2+]i na 

MP, além de ser uma importante via para a entrada de Ca2+ para o RS do 

músculo liso. Entretanto, a direção da atividade do NCX é determinada pelo 

gradiente transmembrana de Na+ e Ca2+ e pelo Em (Blaustein e Lederer, 1999). 

Quando o MLV é estimulado com cafeína, o NCX age no seu modo reverso 

(Danaceau e Lucero, 2000), entrada de Ca2+ e extrusão de Na+, que requer altas 

[Na+]i proveniente dos TRPs (Poburko et al., 2008). Nossos resultados mostram 

que na presença de KB-R7943, um bloqueador de NCX no seu modo reverso, 

ocorreu diminuição da contração e fluorescência para o Ca2+ em artérias 

mesentéricas de camundongos, colaborando com os resultados obtidos em 

solução 0 Ca2+. Isto sugere que, a entrada de Ca2+ via NCX colabora para a 

contração e preenchimento do RS. Entretanto, surpreendentemente, quando 

NCX foi bloqueado, não há alteração da contração nas artérias mesentéricas de 

humanos normotensos e há aumento da contração em artérias de hipertensos. 

Estes resultados demonstram que NCX é extremamente importante para que a 

contração por cafeína ocorra em artérias mesentéricas de camundongos, mas 

não em mesentéricas de humanos. Além disso, pode-se sugerir que a expressão 

ou o modo de atividade de NCX estão alterados na presença da hipertensão 

arterial em artérias mesentéricas de humanos. 

. 
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Orai é o suposto componente formador de poros dos canais Ca (2+) 

ativados por liberação de Ca (2+) na membrana plasmática. Ratos hipertensos 

possuem aumento da ativação da LCIC via Orai-1, com consequente aumento 

do tônus basal e reatividade vascular. Nossos dados demonstram que o bloqueio 

de Orai reduziu a contração em camundongos e humanos normotensos e 

hipertensos (Giachini et al., 2009). Contudo, em humanos hipertensos a redução 

da contração foi maior do que em normotensos. Estes resultados suportam a 

hipótese de que STIM-1/Orai-1 contribuem para a função vascular anormal na 

hipertensão. O aumento da ativação de STIM-1/Orai-1 pode representar 

mecanismos que levam a níveis elevados de Ca2+ intracelular na hipertensão 

arterial. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Este trabalho demonstra que a ativação do RyR por cafeína promove o 

influxo de Ca2+ via Cav1.2 em artérias mesentéricas de camundongos. O influxo 

de Ca2+ está envolvido em um mecanismo de feedback negativo do processo 

contrátil através da ativação de BKCa. Portanto, este trabalho abre um novo 

campo para pesquisas mostrando que o influxo de Ca2+ via Cav.1.2 participa não 

apenas colaborando com a contração, como usualmente tem sido associado. 

Também foi demonstrado que TRPCs e TRPVs estão envolvidos na ativação de 

BKCa e na prevenção da contração excessiva em artérias de camundongos, mas 

não participam da contração induzida por cafeína em humanos, normotensos ou 

hipertensos. 
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ANEXO 

 

Formulário de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

I INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA 

Esta pesquisa tem o objetivo de estudar a função de vasos humanos e correlacionar os 

resultados obtidos com análises laboratoriais e bioquímicas. Os resultados obtidos nos 

permitirá dar uma noção de que maneira podemos interferir no relaxamento ou 

contração dos vasos, além de avaliar a possível presença de determinadas substancias 

na circulação sanguínea. Estas substancias são importantes porque podem facilitar o 

diagnóstico de possíveis eventos cardíacos além de nos esclarecer condições 

fisiopatológicas já instauradas (hiperlipidemia diabetes...). Para coletar estes vasos 

precisamos utilizar as sobras da cirurgia que você irá se submeter. Necessitamos 

também que seja coletado uma amostra de 5 a 10ml sangue. Deixamos claro que o 

material que utilizaremos é de descarte, ou seja, a porção do intestino que será 

removido pelo cirurgião. Desta forma você irá contribuir para este estudo concordando 

em doar este material para que a pesquisa seja feita.  

II SIGILO DOS DADOS 

Todos os seus dados serão confidenciais, sua identidade não será revelada 

publicamente em hipótese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste 

projeto terão acesso a estas informações que serão utilizadas somente para fins de 

pesquisa. 

III BENEFÍCIOS DA PESQUISA 

Este estudo trará inúmeros benefícios importantes que poderão ter aplicação direta na 

terapêutica. O conhecimento do funcionamento dos vasos retirados de material de 

descarte da cirurgia poderá ajudar no desenvolvimento de medicamentos utilizados no 

combate a hipertensão arterial, infarto ou acidentes vasculares cerebrais. As dosagens 

laboratoriais realizadas com o sangue coletado evidenciará a presença de substancias 

relacionadas a possíveis patologias, nos permitindo um diagnóstico mais preciso, o 

início precoce do tratamento adequado e o acompanhamento da evolução do paciente. 

IV RISCOS 

Uma vez que serão utilizados somente material de descarte, ou seja, as sobras do 

intestino removido nas cirurgias, a coleta deste material nao oferecera riscos ao 

paciente. Durante a coleta de sangue um pequeno hematoma pode surgir na região 

onde o sangue foi removido. No entanto será aproveitado o mesmo acesso para a 

administração de medicamentos, assim nao haverá a necessidade de nenhuma 

perfuração adicional para a coleta de sangue. 
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V RESSARCIMENTO DAS DESPESAS 

Não está previsto qualquer forma de remuneração para os voluntários. Todas as 

despesas específicas relacionadas com o estudo são de responsabilidade dos 

pesquisadores envolvidos através de incentivos a pesquisas provenientes de 

instituições de fomento. 

VI DEMAIS ESCLARECIMENTOS 

Você dispõe de total liberdade para esclarecer qualquer dúvida que possa surgir durante 

a pesquisa. Você poderá recusar-se a participar deste estudo e/ou abandoná-lo a 

qualquer momento, sem precisar se justificar. Nesta pesquisa utilizaremos somente 

material de descarte, ou seja, as sobras do intestino removido na cirurgia, não sendo 

realizado qualquer tipo de manipulação, experimento ou intervenção direta com o 

paciente. 

 

VII TERMO DE CONSENTIMENTO 

 

Eu,                                                                            voluntariamente, concordo com os 

propósitos de coletar uma amostra do meu sangue e que o descarte do material 

biológico proveniente da minha cirurgia tumoral seja utilizado para fins de pesquisa 

científica. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa não trará 

qualquer prejuízo a minha saúde. Declaro também que obtive de forma apropriada e 

voluntária o Consentimento Livre e Esclarecido para participação neste estudo. 

 

 

Belo 

Horizonte,..............................de....................................................de................................

.. 

 

___________________________________________________ 

Assinatura do voluntário: 

Telefones e endereço para contato:  

 

Profa Virgínia Lemos: Tel  3409-2950, celular: 87826096 e-mail para contato: vslemos@icb.ufmg.br     

Bruno Almeida de Rezende Tel: 33838409, celular: 8019692 e-mail: brunorezende01@yahoo.com.br 

COEP (Comitê de Ética em Pesquisa): Av. Antônio Carlos, 6627 Unidade Administrativa II - 2º andar - Sala 2005 Campus Pampulha. 

Belo Horizonte, MG - Brasil 31270-901 Telefone: 3409-4592                     

mailto:brunorezende01@yahoo.com.br

