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RESUMO

Os mecanismos envolvidos no acoplamento excitacdo-contracdo do musculo liso
vascular (MLV) representam uma interacdo complexa entre membrana
plasmatica (MP) e reticulo sarcoplasmatico (RS). O presente trabalho investigou
a interacdo MP-RS envolvida na contracéo induzida pela ativacdo dos receptores
de rianodina (RyRs) em artérias mesentéricas de camundongos e humanos,
normotensos e hipertensos. Em vasos de camundongos normotensos a
contracdo por cafeina (10 mM) é parcialmente dependente do influxo de Ca?*
uma vez que em solugdo 0 Ca? e na presenca de SKF-96365 (30 uM),
bloqueador de Orai, ocorre reducdo da contracdo e dos niveis de fluorescéncia
para o Ca?*. Surpreendentemente, o bloqueio de Cav1.2 com nifedipina (10 uM),
aumenta a amplitude da contracao ao passo que reduz os niveis de fluorescéncia
para o Ca?*. Resultados semelhantes foram observados ap6s o bloqueio dos
canais TRPs com vermelho de ruténio (RuR; 10 uM) e 2-aminoetoxidifenil borato
(2-APB; 10 uM). O bloqueio de BKca com paxilina (1 uM) promoveu aumento da
contracao transitéria. A cafeina induz hiperpolarizacdo do MLV, que € blogueada
na presenga de nifedipina, 2-APB e paxilina. Contudo, em camundongos
hipertensos o bloqueio de Cavl.2 e de BKca em camundongos hipertensos n&o
altera a resposta contratil, indicando uma perda do feedback negativo da
contracdo. E importante ressaltar que os mecanismos descritos em artérias de
camundongos normotensos também existem em artérias de humanos. Contudo,
na presenca da hipertensao arterial, o feedback entre Cavl.2-BKca também se
encontra prejudicado em humanos. O presente trabalho demonstra que o
mecanismo de feedback entre Cavl.2-BKca € fundamental em artérias
mesentéricas. Nossos resultados indicam um novo mecanismo para o controle
da contracdo do MLV que podera ser Util para o tratamento da hipertenséo
arterial.



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 Ca?*-influx, once in Ca?*-free solution
and in the presence of SKF-96365 (30 uM), an Orai blocker, occurred reduction
of contraction and Ca?*-fluorescence level. Surprisingly, blocking Cavl.2 with
nifedipine (10 uM), the contraction is increased while the Ca?*-fluorescence level
is reduced. Similar results were observed after blocking TRP channels with
ruthenium red (RuR; 10 yM) and 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB; 10 uM).
Moreover, the blockage of BKca with paxillin (1 uM) 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 Cavl.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 Cavl.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 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Sistema Cardiovascular

O sistema cardiovascular fornece fluxo sanguineo para os tecidos a fim
de atender as necessidades metabodlicas dos mesmos (Opie, 2004). Este
sistema € constituido pelo coracéo, por artérias, arteriolas, capilares, vénulas e
veias.

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

de cerca de 2,5 cm e sdo conhecidas como vasos de condutancia. Estas artérias

carreiam sangue sob altas pressfes (120 mmHg na sistole e 60 mmHg na
diastole) e desempenham um importante papel na entrega de nutrientes e
oxigénio para os tecidos. Neste sentido, a presenca de elastina, é essencial nas
artérias de condutancia, uma vez que garantem maior elasticidade vascular.
Contudo, a medida em que as artérias se ramificam e se aproximam dos orgaos
para disponibilizar nutrientes, as camadas de musculo liso vascular (MLV)
aumentam e de tecido elastico diminuem (Tucker Wd, 2017).

As artérias sao constituidas basicamente por trés camadas: intima, média
e adventicia (FIGURA 1). A intima é formada por uma fina camada de células
endoteliais que séo voltadas para o limen vascular. As células endoteliais se
encontram tipicamente alongadas na direcdo do fluxo sanguineo e agem como
uma membrana semipermeavel, por meio da qual ocorre a troca de nutrientes e
sinais quimicos, tais como: serotonina, bradicinina, ions, dentre outros. Estas

células possuem um papel chave na regulacdo da resposta ativa dos vasos
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mediante liberacdo de substancias vasoativas para o controle do ténus vascular
(Ignarro et al., 1987; Neto, 2004; Cipolla et al., 2009; Couto, 2012; Fortier et al.,

2014)

Figura 1. As camadas intima, média e adventicia compdem as artérias. Fonte:
Fortier et al., 2014.

Préximo ao endotélio esta a lamina elastica interna, formada por elastina,
conectando o endotélio ao musculo liso e permitindo maior flexibilidade vascular
(Fortier et al., 2014).

A camada média é formada principalmente por células do MLV que estao
entre a lamina elastica interna e a lamina elastica externa. O controle do ténus
do MLV, que constitui esta camada, aumenta ou diminui o fluxo sanguineo para
os tecidos modulando a presséo arterial (PA). A adventicia, por outro lado, € a
camada mais externa das artérias e é formada principalmente por colageno com

fibroblastos, elastina e inervagéo perivascular (Fortier et al., 2014).
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1.2 Artérias de Resisténcia

As artérias e arteriolas de resisténcia, sdo assim denominadas devido a
sua capacidade de resistir ao fluxo sanguineo, sendo dotadas de 1 a 6 camadas
de células do MLV e de uma camada de tecido elastico. Quando comparadas as
artérias de condutancia, as artérias e arteriolas de resisténcia carreiam sangue
sob baixa presséo, realizando um controle direto do fluxo sanguineo para o leito
capilar (Neto, 2004; Couto, 2012). Estes vasos sd0 muito mais sensiveis a acao
de substancias modulatérias do que as artérias de condutancia. A sensibilidade
da arteriola mesentérica a serotonina (uma amina vasoativa), por exemplo, é
cerca de 17 vezes maior do que a sensibilidade da artéria aorta a mesma
substancia (Adegunloye e Sofola, 1997; Pohl et al., 2000).

O tbnus miogénico das artérias de resisténcia determina a resisténcia
vascular periférica (RVP), contribuindo para a regulacdo da PA e do fluxo
sanguineo para os tecidos e 6rgaos. O tdbnus miogénico é um dos mecanismos
basicos de contracdo da musculatura lisa frente a estimulos fisiolégicos. Os
canais ibnicos ha membrana plasmatica (MP) e no reticulo sarcoplasmaético (RS)
do MLV contribuem para a regulacdo da concentracdo de Ca?* intracelular
([Ca?*]), fator determinante para a atividade vascular contratil (Tykocki et al.,
2017). Este mecanismo pode ser modulado por diversos fatores, tais como o
MLV, por meio da sinalizacdo de Ca?* e regulacdo do efluxo de K* (Tykocki et
al., 2017). Todavia, o endotélio também pode modular o tébnus miogénico

principalmente via liberacdo do 6xido nitrico (NO) (Cipolla et al., 2009; Villalba et
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al., 2014) ou via ativagdo de canais para K* ativados por Ca?*, tais como: |Kca €
SKca (Cipolla et al., 2009; Guéguinou et al., 2014).

A regulacdo do diametro vascular frente a estimulos fisioldgicos é
extremamente importante para o controle da PA e do fluxo sanguineo para os
tecidos, evitando dano tecidual. O fluxo sanguineo € definido pelo volume de
sangue por unidade de tempo (ml/s) que passa pelos vasos sanguineos e pode
ser estimado pela Lei de Poiseuille, proposta pelo fisico francés 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 sanguineo é diretamente
proporcional ao raio do vaso elevado a quarta poténcia (Equacdo 1). Isto
significa que o raio é o fator determinante para o fluxo sanguineo, sendo o tébnus
miogénico um importante regulador deste processo. Neste sentido, quanto
menor o didmetro do vaso, menor o fluxo sanguineo (Pfitzner, 1976; Slaaf et al.,
1988). Entretanto, algumas doencas cardiovasculares, como a hipertenséo
arterial, podem alterar a capacidade das artérias resistirem a pressao sanguinea
e modificar o raio, por meio do remodelamento vascular, com consequentes

danos teciduais (Wright e Angus, 1999).

AP.T.r*
Equacéo 1: Q =
8iln
Onde:
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Q= velocidade do fluxo (ml/s)
AP = diferenca de pressao ao longo do vaso (mmHg)

r = raio do vaso (metros)

{= comprimento vascular (metros)

n = viscosidade sanguinea (pascal . segundos (Pa . s)).

m= constante matematica (aproximadamente 3,1416)

1.3 Contracéo Vascular

O ion Ca?* regula quase todos os processos do corpo, incluindo:
contracdo, quimiotaxia, secrecdo, transmissdo sinaptica, fertilizacao,
proliferacdo, aprendizado, memodria e apoptose (Berridge et al., 2003). O
processo de excitagdo-contracdo do musculo liso é fortemente controlado pelo
aumento da [Ca?*]i, especialmente pelas interacGes entre os canais para Ca?*
operados por voltagem (Cay) na membrana plasméatica (MP) ou suas
invaginacGes (cavéolas), e a liberacdo de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (RS)
(Poburko et al., 2004).

Na célula em repouso, a [Ca?*]i ¢ mantida extremamente baixa (30 a 200
nM) por meio da acéo da bomba de Ca?* da MP (PMCA) e do trocador Na*-Ca?*
(NCX) (Sedova e Blatter, 1999; Fameli et al., 2007) ou ainda pela recaptacéo de
Ca?* do citosol para o RS, via Ca?*-ATPase do RS (SERCA) (Lytton et al., 1991;
Lamboley et al., 2014). Para o musculo liso, a contribuicdo relativa para a

depuracdo de Ca?* é dependente das condicGes e do tipo de musculo 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 contragdo do MLV é ativada pelo aumento da [Ca?*]i entre 100 a 400
UM (House et al., 2008). O aumento da [Ca?']i promove a mudanca
conformacional da proteina citoplasmatica calmodulina (CaM) (Gerthoffer e Pohl,
1994). Posteriormente, Ca?*-CaM se liga a quinase da cadeia leve de miosina
(MLCK, do inglés, myosin light-chain kinase), formando o complexo ativo 4Ca?*-
CaM-MLCK que fosforila uma regido especifica da cadeia leve da miosina
(MLC20, do inglés, myosin light-chain 20). Em associa¢cdo com actina, miosina
converte energia quimica (ATP) em movimento da cabeca (que esta ligada a
actina). Este processo induz a formacdo da ponte cruzada actina-miosina,
levando a contracdo do MLV. Por outro lado, a fosfatase da MLC (MLCP) é
responsavel por desfosforilar a MLCz0, levando ao relaxamento vascular

(Katsuyama et al., 1992) — (FIGURA 2).
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Figura 2: Papel do Ca?* no mecanismo contratil no MLV. Modificado de Akata,
(2007).

Existem duas fases distintas de contracdo do MLV: a contracao féasica,

principalmente dependente da ativacdo da MLCK por Ca?*/CaM, como descrito

anteriormente; e a contracdo tbnica, principalmente dependente de processos

de fosforilacdo e desfosforilacdo (Somlyo e Somlyo, 2003).

A despolarizacdo da MP é um mecanismo chave para a ativacdo da
contracdo do MLV, sendo comumente atingida em anéis arteriais em banho de
orgéos isolados por intermédio do aumento da concentracdo de K* extracelular
([K*]e) (mediante substituicdo de Na* por K*). A despolarizagéo leva a resposta
fasica da contracéo, devido a ativacdo dos canais Cav com consequente influxo
de Ca?* e ligacdo a CaM (Mills et al., 2015; Garcia et al., 2016; Rattan, 2017).
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A fase tbnica envolve a inibicdo da MLCP, mantendo assim altos niveis de
MLC2o fosforilada. Entretanto, o balanco entre a formagdo do complexo Ca?*-
CaM-MLCK e a desfosforilagdo da MLC20 pela MLCP é que determinam a
natureza da contracdo como fasica ou tdnica, ou fasica e tonica. A fosforilacado
da MLCP (com consequente inibicdo) pode ser mediada pela via de sinalizac&o
da RhoA/ROCK e pela via da proteina quinase C (PKC). RhoA/ROCK inibe a
MLCP via fosforilacdo da subunidade 1 da MLCP (MYPTL, do inglés, myosin
phosphatase target subunit 1) e via fosforilacdo da CPI-17 (um inibidor endégeno
da MLCP), levando a sustentacdo da fosforilacdo de MLC20 e manutencao do
tbnus vascular. A PKC também promove fosforilacdo da CPI-17, com
consequente inibicdo 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 inibicdo da MLCP via RhoA/ROCK e PKC.

1.4 Canais para Ca?* operados por voltagem (Cay)

Os Cavy foram identificados por Paul Fatt e Bernand Katz em musculo de
crustaceo. No experimento realizado, Fatt e Katz observaram que o muasculo
ainda gerava potenciais de acdo mesmo na auséncia de Na* extracelular (Fatt e
Katz, 1952; 1953).

Os Cav promovem o influxo de Ca?* em resposta a despolarizacédo da
membrana (Catterall, 2011), sendo essenciais para acoplar sinais elétricos a

eventos fisiologicos. Estes canais possuem isoformas que vao do Cavl ao Cav3,
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sendo o Cavl1.2 predominante no musculo liso arterial (Koch et al., 1990; Zhang
et al.,, 2007) e sdo canais ativados por alta voltagem (HVA, do inglés, 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 Rapido, inativacao
HVA HVA LVA

Tipo L P/Q, N, R T
Nomenclatura Cav1.1,1.2,13,14 Ca2.1,22,23 Cas3.1, 3.2, 3.3
Faixa de ativagéo Positiva para -30 mV = Positiva para -20 mV  Positiva para -70 Mv
Faixa de inativagdo -60a-10 mV -120 a -30 mV -100 a -60 Mv
Inativacéo Muito lenta Parcial Completa

(T>500 ms) (T~50-80 ms) (T>20-50 ms)
Faixa de Rapida Lenta Rapida

desativacéao

Condutancia 25 Ps 13 pS 8 Ps
unitaria do canal

Sensibilidade a Sensivel Resistente Resistente
dihidropiridina

Os Cavl.2, também conhecidos como canais para Ca?* do tipo L, sdo
compostos pelas subunidades a1, az, B, y e 6 (Figura 4) (Takahashi et al., 1987;
Catterall, 1995; 2011). A subunidade al possui massa molecular de cerca de
190 a 250 kDa e forma o poro do canal, o sensor de voltagem e o aparato de
ativacdo, além de ser o sitio de regulacéo por segundos mensageiros, drogas e
toxinas mais conhecidos. Estes canais sdo amplamente distribuidos ao longo do

MLV, sendo blogueados pelas dihidropiridinas. Além disso, também podem se
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organizar formando clusters e/ou desempenhando o influxo de Ca?* em regides
especificas da célula, como por exemplo, nas nanojuncdes existentes entre a
membrana plamatica e reticulo sarcoplasmatico (juncdes MP-RS) (Navedo et al.,

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

Figura 4: Estrutura molecular do Cayv1.2. Catterall et al., 2017.

Os Cavl.2 também possuem um papel metabotropico, uma vez que néo
somente promovem o influxo de Ca?* mas também ativam a contracdo regulando
a liberacédo de Ca?* do RS via 1,4,5-fosfatidilinositol trifosfato (IP3) e a ativacdo
de RhoA para sensibilizar a maquinaria contratil (FernAndez-Tenorio et al., 2011;
Urefia et al., 2013).
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Os canais Cav2 séo relativamente insensiveis a dihidropiridina, entretanto
estes canais sdo especificamente bloqueados com alta afinidade por toxinas
peptidicas de aranhas e caracol marinhos. Estas toxinas peptidicas sao potentes
bloqueadores da transmissédo sinaptica devido aos seus efeitos especificos nos
Cav2 (Olivera et al., 1994). Por outro lado, os canais Cav3 sao insensiveis as
dihidropiridinas que bloqueiam os canais Cavl e também as toxinas peptidicas
que blogueiam os canais Cav2 (Perez-Reyes, 2003). Recentemente, varios
agentes farmacoldgicos foram desenvolvidos para bloquear seletivamente o
canal Cav3, sendo extremamente uteis quando utilizados em modelos de dor
neuropatica, epilepsia e comorbidades psiquiatricas, séo 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) sédo canais catiénicos nao
seletivos envolvidos na transducdo de sinais em células excitiveis e nao
excitaveis. Os genomas de mamiferos codificam diferentes subunidades de
TRPs que, em conjunto, compdem a superfamilia TRP, os quais contribuem
significativamente para a regulacdo da [Ca?*]i (Flockerzi e Nilius, 2014; Nilius e
Flockerzi, 2014). Estes canais sdo agrupados em seis subfamilias baseadas na
sequéncia de aminoéacidos, sendo assim designados como: canfnicos ou
classicos (TRPCs), vanildides (TRPVs), melastatinas (TRPMs), anquirinas

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

(Figura b).
Trpm1
Trpp3
Trpm6 Trpmd Trpp2
Trpm7 Trpp1
Trpmli3
Trpm5
Trpmi2
Trpm4
Trpmi1
Trpm2

Trpm8 \

Trpv5
Trpvé
Trpv3
Trpv2
Trpvi

Trpv4

Trpa1

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

Os TRPs expressam seis segmentos transmembrana (S1-S6), dois
dominios 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 dominio funcional dos TRPs. Fonte: Ealey e
Brayden (2015).

Os TRPC1, TRPC3, TRPC6, TRPV2 e TRPM4 s&os os principais TRPs
expressos no musculo liso da artéria mesentérica (Inoue et al., 2006; Alvarez-
Miguel et al., 2017).

O TRPC1 é um canal operado por estoque (SOC; do inglés, store-
operated cation channel) (Brueggemann et al., 2006) que forma um complexo

com STIM1 (do inglés, stromal interaction molecule 1), uma proteina sensivel ao

28



Ca?* do RS. O complexo TRPC1-STIM pode promover a formacdo de IP3 e
diacilglicerol (DAG), com consequente fosforilagdo da proteina quinase C (PKC)
(Beech, 2005; Brayden et al., 2008; Tykocki et al., 2017).

O TRPC3 esta envolvido no controle da contratilidade vascular em
artérias mesentéricas, sendo descrito como um canal operado por receptor
(ROC; doinglés, receptor-operated cation channel) e SOC (Hofmann et al., 1999;
Reading et al., 2005; Birnbaumer, 2009; Yeon et al., 2014).

O TRPC6 possui multiplas funcdes e pode agir como SOC, ROC, canal
ativado por estiramento (SAC; do inglés, stretch-activated cation channel) e
como canal ativado osmoticamente (OAC; do inglés, osmotically-activaded
cation channel) (Vriens et al., 2004).

O TRPV2 tem participacdo na mecanotransducéo (Corey et al., 2004) e
pode ser considerado um OAC (Muraki et al., 2003; Beech et al., 2004). O
TRPM4 é ativado por altas concentracdes de Ca?*i (pECso 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 Ca?* através do influxo de Ca?* por este canal.

Alguns TRPs possuem dominios de anquirina, ou proteinas ancoras
(familia de proteinas que auxiliam na fixacao de outras proteinas na membrana
celular) na regido NHz terminal que facilitam a interagdo entre os TRPS,
proporcionando multiplas funcdes 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

Orail é um membro de uma nova classe de canais para Ca?* que nédo
estdo estruturalmente relacionados com os outros canais para Ca?* previamente
citados. Orail se localiza na MP e age como um canal que promove a entrada
de Ca?* ativada pela deplecdo de estoque (SOCE, do inglés, store-operated
Ca?*-entry). Orail é composto por 4 dominios transmembranas e dois dominios
citoplasmaticos, um NHz e outro COOH terminal (Figura 7A). O canal Orail
funcional é formado por um tetramero de 4 monémeros Orail que, quando
ativado por STIM1, promove o influxo de Ca?* 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 proteina ancorada na membrana do RS que age como um
sensor da concentracdo de Ca?* luminal ([Ca?*]rs) e controla o influxo de Ca?*
por intermédio de um acoplamento direto com Orail (Hogan, 2015). STIM1
possui um dominio NHz terminal no lumen do RS, um Unico segmento
transmembrana ancorado na membrana do RS e um dominio citoplasmatico
COOH terminal. No dominio citoplasmatico existem subregides chaves, tais
como: CC1, SOAR/CAD e um seguimento polibasico (FIGURA 7B). O fragmento
SOAR/CAD tem sido descrito como o fragmento minimo capaz de ativar Orail

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

A mudanca conformacional de STIM1 ocorre quando ha diminuicdo da
[Ca?*]rs, levando a dissociacdo do Ca?* ligado a porcdo EF-SAM com
consequente dimerizacdo de STIM1. Neste sentido, apds deplecdo de Ca?* do
RS, STIM1 se movimenta dentro do RS para a regido da juncdo MP-RS e recruta
o canal Orail, onde as duas proteinas 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 dimerizacao de STIM1 promove a liberacdo de sua calda polibasica
para interagir com os lipideos da MP, liberando o dominio SOAR/CAD para
interagir com o canal Orail. Apds a ativacdo de Orail, ocorre influxo de Ca?* e
consequente preenchimento do RS (FIGURA 8). O sistema STIM-Orai promove
o influxo de Ca?* apenas nas regides em que o RS esta préximo da MP (juncéo
MP-RS), demarcando um microdominio de sinalizacdo de Ca?* (Feske et al.,

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

1.7 Receptores de Rianodina

Os receptores de rianodina (RyRs, do inglés, ryanodine receptors) séo
canais para liberacéo de Ca?* localizados na membrana do RS. Estes receptores
receberam este nome apos a rianodina, um alcaléide natural, ser identificada
como um agonista por se ligar com alta afinidade e especificidade neste receptor,
desempenhando interacdes preferenciais com o estado aberto do canal (Inui et
al., 1987; Lai et al., 1988; Chu et al., 1990).

O RyR esta presente na forma de homotetramero, em que cada

mondmero contém aproximadamente 5.000 aminoacidos e possui massa
32



molecular de 565 kDa (Takeshima et al., 1989). O grupamento N-terminal,

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

dominio citoplasmatico para modulacéo da funcéo do canal (Marks et al., 2002).

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

2002).

Existem trés isoformas do RyR em mamiferos:

RyR tipo 1 (RyR1): € predominantemente expresso no musculo
esquelético e, em baixos niveis, no musculos cardiaco e liso
(Takeshima et al., 1989; Zorzato et al., 1990). Em humanos, o gene
gue codifica o RyR1 esté& localizado no cromossomo 19qg13.2 e possui

104 éxons (Mattei et al., 1994).

RyR tipo 2 (RyR2): é predominantemente expresso no coragao (Nakai
et al., 1998), mas também é encontrado no encéfalo (Lai et al., 1992)
e, em baixos niveis no estdbmago, pulmdes, timo, glandula adrenal e
ovarios (Kuwajima et al., 1992; Giannini et al.,, 1995). O gene que
codifica 0 RyR2 esta localizado no cromossoma 1943 e contém 102

exons (Mattei et al., 1994).

RyR tipo 3 (RyR3): € amplamente distribuido, sendo expresso no

cérebro, musculo esquelético, musculo liso, diafragma e muitos outros
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orgaos (Lai et al., 1992; Giannini et al., 1995). O gene que codifica o
RyR3 esta localizado no cromossoma 15q13.3-14 e contém 103 éxons

(Mattei et al., 1994).

A atividade do RyR pode ser modulada por diversas proteinas. Algumas
proteinas se ligam a regido citoplasmatica do RyR modulando este canal como,
por exemplo: a CaM, a FKBP12.6 (também conhecida como calestabina-2), a
proteina quinase A (PKA) e as proteinas 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 0 RyR também pode ser mudulado por outras estruturas ou ions

como descrito a seqguir:

Cavl.2 (tipo L): No musculo esquelético ocorre interacao fisica entre o
RyR1 e o Cavl.2, o que promove a liberacédo de Ca?* do RS para colaborar
com o acoplamento excitacdo-contracdo. No musculo cardiaco o influxo
de Ca?* via Cavl.2 ativa o RyR2 devido a proximidade entre estes canais,

levando a liberagdo de Ca?* induzida por Ca?* (LCIC) (Nakai et al., 1998).

Ca?* e Mg?*: 0 Ca?* modula o RyR tanto no lado citoplasmatico quanto no
lado luminal, possuindo um efeito direto no RyR via CaM e CaM quinase
Il (CaMKII; do inglés, calmodulin kinase II). O Mg?* é um potente inibidor

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

Rianodina: Em concentragdes na faixa de nanomolar a rianodina abre o
RyR. J4 em altas concentra¢cfes (>100 uM) a rianodina inibe o canal

(Meissner et al., 1986).

Cafeina: A cafeina € uma metilxantina, agonista do RyR em altas

concentracdes (mM)(Echeverri et al., 2010). No nivel celular e tecidual,

baixas concentracdes de cafeina (<500 puM) tem uma acédo transitéria
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complexa de liberacdo de Ca?* na forma de “sparks” (Domeier et al.,

2009).

As elevacdes da [Ca?*]i sdo denominadas sparks de Ca?* e sdo causados
pela liberagdo de Ca?* do RS via RyR. No misculo estriado cardiaco e
esquelético, estes eventos sdo fundamentais para o acoplamento excitacao-
contracdo (Bers e Stiffel, 1993). Todavia, no musculo liso, os sparks de Ca?* sdo
responsaveis por se opor a contracdo vascular via ativagdo de canais para K*
sensiveis ao Ca?* na MP, colaborando para o relaxamento vascular (Nelson et

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

1.8 Canal ativado por Ca?" de grande condutancia para o K*
(BKca)

Existem trés tipos de canais para K* ativados por Ca?*, sdo eles: o de
pequena condutancia (SKca), 0s de condutancia intermediaria (IKca) e os de
grande condutancia (BKca) para o K*. Estes canais possuem diferentes
propriedades. A tabela 2 sumariza as caracteristicas funcionais utilizadas para
definir os canais BKca, |IKca € SKca em vertebrados (Gardos, 1958; Blatz e
Magleby, 1987). Os trés tipos de canais diferem em sua dependéncia de

voltagem, sensibilidade ao Ca?*, farmacologia e condutancia.
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Tabela 2: Canais Kca em vertebrados. Adaptado de Vergara et al. (1998)

BK, maxi K, ou IC IK ou AHP SK ou slow AHP
[Ca?*]; necessaria para 1-10 uM (a-50 mV) 50-900 nM 50-900 nM
ativacéo
Dependéncia de voltagem e-fold/9 a 15 mV Nenhuma Nenhuma
Condutéancia unitaria do canal = 100-250 pS 20-80 pS 4-20 pS
Bloqueadores Caribdotoxina (nM), A-KTx (nM), Apamina (nM),
Iberiotoxina  (nM), Clotrimazol (nM) Cetiloxina (nM),
TEA (< 1mM), Curare (UM)
paxilina (uUM).
Clones de mamiferos Slol [slo2, 3] IK1/SK4 SK1, 2,3

Os canais BKca, também conhecidos como slo ou maxiK, possuem sua
probabilidade de abertura determinada pelo potencial de membrana (Em), pela
[Ca?*]i e pela [Mg?*]i (Shi e Cui, 2001; Zhang et al., 2001). BKca é formado pela
interacado de duas proteinas, a subunidade a e a subunidade . Estruturalmente,
0s canais BKca sao compostos por 4 subunidades a, cada uma com 7 segmentos
transmembrana (S0-S6) e um largo dominio citoplasmatico COOH terminal. S1-
S4 formam o dominio sensor de voltagem. S5, P e S6 formam, juntos, o principal
dominio que permite a passagem de ions. Estes canais também possuem
subunidades auxiliares [ (Figura 10). Funcionalmente, a presenca de
subunidades B altera as caracteristicas farmacolégicas e de ativagdo do BKca

(Salkoff et al., 2006). Além disso, este canal pode ser modulado no seu dominio
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citoplasmatico por diversos mensageiros intracelulares, incluindo ROS, H*, CO,

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

Extracellular space

Slo1 BK channel
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Figura 10: Estrutura molecular do BKca e diagrama esquematico mostrando os
residuos de aminoécidos envolvidos na modulagdo do canal BKca por
mensageiros intracelulares. Fonte: Hou et al. (2009).
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2 JUSTIFICATIVA

A sinalizacéo de Ca?* é essencial no processo de excitacdo-contracédo do
MLV. Os canais para Ca?* presentes na MP desempenham um papel crucial
nesse processo e podem modular a liberacdo de Ca?* do RS (van Breemen et
al., 2013).

Em experimentos prévios realizados no nosso grupo demonstraram que
guando anéis arteriais de mesentérica sdo estimulados com cafeina na presenca
de nifedipina, a contracdo é aumentada, sugerindo um fedback negativo da
contracdo por Cavl.2. Estes resultados demonstram ser extremamente
relevantes, uma vez que o influxo de Ca?* via Cav1.2 geralmente contribui para
a contracdo. Neste sentido, se torna fundamental o estudo da modulacdo da
contracdo através do crosstalk entre os canais presentes na MP e no RS, a fim
de se investigar a participacdo de cada canal na contracdo transitoria induzida
pela liberacdo de Ca?* do reticulo.

As vias de sinalizacdo de Ca?* envolvendo os canais na MP e o RyR
devem ser investigadas a niveis fisiol6gicos e patélogicos, tendo em vista que
podem estar alteradas na presenca da hipertensao arterial ou outras doencas
cardiovasculares. Neste sentido, possiveis alvos terapéuticos para o tratamento
da hipertenséo arterial podem ser descobertos a partir do estudo da modulacao

da contracgéo transitéria via ativacdo dos RyRs pelos canais para Ca?* da MP.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar os mecanismos de modulacdo da contracdo induzida pela
ativacdo dos RyRs por cafeina em artérias mesentéricas de camundongos e

humanos.

3.2 Delineamento experimental

1. Investigar a participagédo dos Cavl.2 na contragéo induzida pela liberacéo
de Ca?* do RS via RyR em artérias mesentéricas.

2. Investigar a participacdo dos TRPs na contracao induzida pela liberagéo
de Ca?* do RS via RyR em artérias mesentéricas.

3. Investigar o envolvimento de BKca na modulacdo da contracdo induzida
pela ativacdo do RyR em artérias mesentéricas.

4. Investigar a participacdo do NCX na modulacdo da contracdo induzida
pela ativacdo do RyR em artérias mesentéricas

5. Investigar a participacdo do sistema STIM-Orai na modulacdo da

contracado induzida pela ativacdo do RyR em artérias mesentéricas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

4.1.1 Humanos

No presente trabalho foram utilizadas artérias humanas derivadas de
material de descarte provenientes da regido do omento (artérias do leito
mesentérico), de pacientes submetidos a cirurgias para retirada de tumores
intestinais, no Hospital Alberto Cavalcanti. Ap6s o procedimento cirirgico, 0s
vasos foram mantidos em solugcdo salina fisiologica (PSS - do inglés,
physiological salt solution; mM): NaCl 119,0; KCI 4,7; KH2PO4 0,4; NaHCOs3 1,17;
MgSOa4 14,9; CaCl..2H20 2,5 e glicose 5,5, e rapidamente transportados ao
laboratorio em uma caixa de isopor com gelo.

Todos os procedimentos experimentais foram submetidos a analise do
comité de ética — (certificado de apresentacao para apreciacao ética — CAAE) n°®

03885312.0.0000.5149. Os dados dos pacientes como idade, género, doencas

associadas, uso de medicamentos pré e pos-operatérios, foram obtidos,
mantendo-se a ética e o sigilo. A coleta do material proveniente das cirurgias
intestinais so foi realizada apés a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (Anexo 1) pelo paciente ou responsavel.

Subdivisdo dos grupos para estudo: Foram avaliados vasos de

pacientes do sexo masculino e feminino. Os pacientes foram divididos entre:
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1) Pacientes normotensos — aqueles que exibiam PA <140x80 mmHg e
nao 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 apreciagdo do Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CETEA) — UFMG protocolo n°® 86/2015. Também foram utilizados camundongos
C57BL/6J de 8 a 12 semanas (protocolo numero 16.010 — IACUC — American
Association for Laboratory Animal Science). Foram mantidos 5 animais por caixa
em sala com temperatura constante (23 °C) e 12 horas de ciclo claro/escuro. Os

camundongos receberam agua filtrada e racéo padrao.

4.2 Inducéo da hipertenséao arterial — Modelo DOCA-Salt

A hipertensao 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 incisdo de cerca de 1,5 cm no lado esquerdo do
abddémen. O rim esquerdo foi externalizado e removido apos ligacéo da artéria e

veia renais com um fio de sutura 4-0 (Ethicon, Inc, Somerville, NJ, USA). O
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musculo e as camadas dérmicas foram suturados. Uma pequena area (1 cm) na
regido dorsal foi utilizada para a implantacdo do “pellet” de silicone contendo o
mineralocorticoide acetato de deoxicorticosterona (DOCA, do inglés,
deoxycorticosterone acetate; 75 mg/kg). Posteriormente, os camundongos
receberam salina (agua filtrada + 0.9 % NaCl + 0.2 % KCI) para beber. Os
camundongos normotensos, denominados SHAM, foram submetidos a incisdo
unilateral, entretanto, ndo tiveram o rim removido. Além disso, receberam o
implante dorsal do pellet de silicone sem mineralocorticéide. Posteriormente os
camundongos SHAM receberam agua filtrada para beber. Todos os animais

receberam racdo padrdo e foram sacrificados 4 semanas apdés a cirurgia.

4.3 Afericdo da PA

A pressao sistdlica 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 camara de aquecimento controlada a
37 °C durante 5 minutos. Em seguida, um manguito de sensor integrado foi
colocado na cauda para a afericdo da PA. As medicdes foram realizadas a cada
5 minutos e registradas utilizando um sistema de aquisi¢cado de dados DI-194RS
(Datag, Akron, EUA). As afericbes da PA foram realizadas em triplicata em cada
animal, sendo considerados hipertensos aqueles que apresentavam pressao

sistolica > ou igual a 140 mmHg.
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4.3 Avaliacdes realizadas no miografo de fios

4.3.1 Montagem dos anéis de artérias mesentéricas

As artérias mesentéricas derivadas da regido 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 miografo de fios (Mulvany e Halpern, 1977). Para isto, foram
utilizados fios de aco de 40 um de didametro que transpassaram o limen dos
vasos. Os fios de aco foram fixados sobre os grampos miogréficos, mergulhados
em um banho de solucao salina fisiolégica (mM): NaCl 119,0; KCI 4,7; KH2POa4
0,4; NaHCOs 14,9; MgSO4 1,17; CaCl2 2,5 e glicose 5,5 - aerados por mistura
carbogénica (95% de O2 e 5% de CO2) e mantidos a 37 °C (FIGURA 11). O
registro da contracéo e relaxamento vascular foram adquiridos com o auxilio de
transdutores de forca isométricos acoplados a uma das bases do midgrafo. Os
vasos foram mantidos a uma tensao aproximada de 2 mN, que equivale a cerca
de 90% da tensdo naturalmente exercida pela PA fisiolégica. Estes
permaneceram em estabilizacdo durante 60 minutos. Durante o tempo de

estabilizacdo a solucdao fisioldgica 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 miégrafo de fios.

4.3.2 Teste da funcionalidade do endotélio

O teste da funcionalidade do endotélio foi realizado apds pré-contracéo
das artérias com fenilefrina (3 pM) para mesentéricas de camundongos e
noradrenalina (10 uM) para mesentéricas de humanos. Em seguida, ocorreu a

adicao de acetilcolina (ACh; 10 uM) a fim de se avaliar a resposta vasorelaxante.
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A auséncia de endotélio funcional foi confirmada por vasodilatacdo inferior a
10%. A retirada do endotélio foi realizada através de leves friccdes do fio de aco
no limen vascular durante a passagem do primeiro fio. Todos os protocolos

foram realizados em vasos desprovidos de endotélio funcional.

4.3.3 Avaliacéo da participagdo do influxo de Ca?*

Este protocolo objetivou avaliar a participacdo do influxo de Ca?* apés a
ativacdo do RyR. Cafeina 10 mM (Mcguire et al., 2002), responsavel por liberar
Ca?* via RyR, foi utilizada como agente contratil. Apés rapida contracdo com
cafeina em vasos desprovidos de endotélio funcional, a solucéo fisiolégica foi
trocada trés vezes e, 30 minutos depois da primeira contracdo, a solugao
fisioldgica foi trocada por solucdo 0 Ca?* (NaCl 119,0; KCI 4,7; KH2POs 0,4;
NaHCOs 14,9; MgSO4 1,17, glicose 5,5 e EGTA 1 mM), sendo imediatamente

realizado um estimulo contratil com cafeina (10 mM).

4.3.4 Avaliacao da participacao dos canais Cavl.2, TRPs e NCX

Diferentes agentes farmacoldgicos foram utilizados a fim de se investigar
o envolvimento do influxo de Ca?* por meio dos principais canais para Ca?* da
MP, tais como: Cavl1.2, TRPs e NCX. ApGs contrair as artérias mesentericas com
cafeina (10 mM) em vasos desprovidos de endotélio funcional, a solugao
fisiologica foi trocada trés vezes. Em seguida, aguardou-se 15 minutos para o

preenchimento do RS com Ca?*. Posteriormente, o anel vascular foi incubado
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por 30 minutos com agentes farmacologicos direcionados aos alvos de interesse.
Neste sentido, foram utilizados: nifedipina (10 uM), bloqueador de Cavl.2; 2-
aminoetoxidifenil borato (2-APB; 10 uM), bloqueador de TRPCs; vermelho de
ruténio (RuUR, do inglés, ruthenium red; 10 uM), bloqueador de TRPV; SKF-96365
(30 uM), bloqueador de Orai; ou KB-R7943 (10 uM), bloqueador do modo reverso
de NCX. Apés o periodo de incubacéo, os vasos foram novamente contraidos
com cafeina (10 mM), sendo registrada a area sob a curva (AUC) da contracéo

e 0 pico de tenséao.

4.3.5 Avaliacao da participacédo de BKca

Este protocolo objetivou avaliar a participacdo de BKca na contragao
induzida por cafeina. ApGs rapida contracdo com cafeina (10 mM), em vasos
sem endotélio funcional, a solucdao fisioldgica foi trocada trés vezes. Em seguida,
o anel vascular foi incubado por 30 minutos com paxilina (1 uM), bloqueador de
BKca. ApOs este periodo, os vasos foram contraidos novamente com cafeina (10

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

4.4 Avaliacdo da fluorescéncia para o Ca?"
4.4.1 — Microscopio de fluorescéncia Zeiss Axiovert

A fim de se verificar o papel dos diferentes canais para Ca?* da MP na
[Ca?*]c, as artérias mesentéricas de camundongos foram isoladas e colocadas
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em solucédo PSS-HEPES (mM): NaCl 130, HEPES 10, glicose 6, KCl 4, NaHCOs
4, CaClz2 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). Apés as artérias
serem divididas em anéis de cerca de 1,6 a 2 mm de comprimento, estas foram
transpassadas por um fio de aco de 40 uM de diametro. Estes anéis foram
colocados em uma cuba, protegida da luminosidade, contendo Fluo-4AM
(comprimentos de onda 494/506 nm) 5 uM com 5 uM de acido plurdnico, diluido
em PSS-HEPES durante 45 minutos. Apos a incubacédo, o anel arteriolar foi
retirado da cuba e montado em uma placa de montagem. O excesso de sonda
foi removido trocando a solu¢cdo PSS-HEPES duas vezes de 15 em 15 minutos
durante 30 minutos. Posteriormente os vasos foram estimulados com cafeina,
sendo realizado um registro de 2 minutos apés o estimulo.

Em seguida, a solucdo PSS-HEPES foi trocada a fim de se investigar a
participacéo dos diferentes canais na membrana, sendo utilizado solugédo PSS-
HEPES-0 Ca2+ (mM): NaCl 130, HEPES 10, glicose 6, KCl 4, NaHCO3 4, MgSOa
1,2; KH2PO4 1,18 e EGTA 1 mM, em pH 7,4 ou diferentes bloqueadores, tais
como: nifedipina 10 uM, 2-APB 10 pM, RuR 10 pM, SKF-96365 30 uM ou NCX
10 uM. Em seguida os anéis arteriais foram novamente estimulados com cafeina
(10 mM) a fim de se avaliar a participagcdo das diferentes estruturas da
membrana no influxo de Ca?*.

Fo foi utilizado como fluorescéncia basal antes do estimulo e F como

fluorescéncia maxima apos o estimulo com cafeina (10 mM), obtendo-se (F/Fo).
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As imagens da fluorescéncia para o Ca?* no MLV foram adquiridas com auxilio

do microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert objetiva de 40x.

4.4.2 — Microscopio Confocal Yokogawa Spinning Disk

A fim de se investigar a velocidade e amplitude da onda de célcio, a
segunda ramificacdo 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 auxilio de uma micro tesoura. Posteriormente, os anéis
foram fixados em uma micro placa de petri, com o auxilio de micro pinos (Figura
12). Os vasos foram carregados com Fluo4-AM (5 uM) e &cido plurdnico (5 uM)
diluido em solucdo PSS-HEPES por 45 minutos. Apés este periodo, o excesso
de sonda foi removido trocando a solu¢gdo PSS-HEPES duas vezes de 15 em 15
minutos durante 30 minutos. Fo foi utilizado como fluorescéncia basal antes do
estimulo e F como fluorescéncia maxima apdés o estimulo com cafeina (10 mM),
obtendo-se (F/Fo). As imagens foram adquiridas com auxilio do microscopio
confocal vertical Yokogawa Spinning Disk, com o auxilio da objetiva de 40x. Por
se tratar de um microscépio vertical, o Yokogawa foi essencial para melhor
resolucdo da imagem adquirida, a fim de se distinguir os eventos de Ca?*. As
imagens foram analizadas com o auxilio do programa SparkAn, versédo 5.5.0.0.e,

de Adrian D. Bonev & Mark T. Nelson.
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Estes protocolos foram obtidos durante o doutorado sanduiche no
exterior no laboratério do professor Mark T. Nelson, no Departamento de

Farmacologia da University of Vermont.

o

Artéria mesentérica Placa de Petri

Figura 12: Preparacao da artéria mesentérica para microscopia de flurescéncia.

4.5 Mensuracéao do potencial de membrana

A fim de se verificar o potencial de membrana (Em) das artérias
mesentéricas estimuladas com cafeina, estas foram montadas em placa de
montagem e mantidas em solucdo PSS-HEPES, como descrito anteriormente
(Garcia et al., 2016). Apos divisdo das artérias em anéis de cerca de 1,6 a 2 mm
de comprimento, estas foram transpassadas por um fio de aco de 40 uM de
didametro. O endotélio foi gentilmente removido com uma leve friccdo do fio de
aco no lumen do vaso. O Em foi gravado com um microeletrodo de vidro
preenchido com KCI 3 M (resisténcia de 30-50 MQ). 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
extencdo do pClamp6 software. O empalamento foi considerado aceito quando
uma repentina mudanca no potencial negativo foi mantida constante durante
pelo menos 1 min no ponto em que o Em ficou estavel, e retornou
instantaneamente para o nivel de voltagem anterior apdés a retirada do
microeletrodo. Os empalamentos foram realizados do lado da adventicia para os
experimentos em vasos incubados com Nw-Nitro-L-arginine methyl ester
hydrochloride (L-NAME; 300 uM).

Apos 0 empalamento da célula do MLV, os vasos foram estimulados com
cafeina (10 mM), em seguida, a solu¢cdo PSS-HEPES foi trocada e o vaso foi
incubado por 15 minutos com nifedipina 10 uM, 2-APB 10 uM ou paxilina 1 yM.
Em seguida os vasos foram novamente estimulados com cafeina a fim de se

investigar o envolvimento de Cavl.2, TRPCs e BKca no Em das células do MLV.
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Figura 13: Mensuracdo do Em em artérias de resisténcia.

4.6 Drogas

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

acetilcolina, acido plurénico, cafeina,

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 Andlise estatistica

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

sendo expressos como a media + erro padrao da média de 5 experimentos de

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

microscopia de fluorescéncia. As diferencas foram consideradas significativas
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quando P<0,05. As imagens de microscopia de fluorescéncia foram analisadas
de acordo com a intensidade de fluorescéncia por area. 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 | — O feedback entre TRPs, BKcae Cavl.2 previne a
contracdo excessiva em resposta a cafeina em artérias
mesentéricas de camundongos

5.1.1 A cafeina induz contracao transitoria dependente do influxo
de Ca?*.

A fim de se obter um controle de cada vaso, estes foram contraidos duas
vezes com cafeina, com intervalo de 30 minutos entre a primeira e a segunda

contracdo (Figura 14A).

A Controle Segundo estimulo B

= Fase rapida

troca de
solucéo

& & {

Cafeina Cafelna Cafeina

Fase lenta

Figura 14: A. Contracdes transitorias induzidas por cafeina (10 mM) e intervalo
entre os estimulos. B. Fases rapida e lenta da contragdo transitéria induzida por
cafeina.

Cafeina (10 mM) induz contracao transitoria e aumento da fluorescéncia
para o Ca?* em artérias mesentéricas de camundongos. Neste sentido, os

resultados obtidos demonstram que o segundo estimulo contratil e fluorescente
54



foi similar ao primeiro (Figura 15), demonstrando que ndo ha dessensibilizacéao

da maquinaria contratil apds o primeiro estimulo contratil.
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Figura 15: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM). A-C mostram
o tracado, AUC e pico de tensdo da contracao, respectivamente. Os resultados
foram expressos como a média + erro padrao da média de 6 camundongos. D-F
mostram o tracado, AUC e pico da fluorescéncia, respectivamente. Os resultados
foram expressos como a média + erro padrdo da média de 3 camundongos. N.S.
— nao significativo. Teste-t pareado.

O influxo de Ca?* é fundamental para a contracdo. O aumento na [Ca?*]i
induzida por fenilefrina, por exemplo, é dependente do influxo de Ca?* via Cav1.2
e TRPs (Syyong et al., 2011; Garcia et al., 2016). A fim de se investigar a
participacdo do influxo de Ca?* na contracdo transitéria das artérias
mesentéricas, estas foram estimuladas com cafeina em solucdo 0 Ca?*. Os

resultados obtidos com este protocolo demonstram diminuicdo da contracéo e
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da fluorescéncia para o Ca?* (Figura 16), constatando a importancia do Ca?*e na

contracao transitoria.
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Figura 16: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) em solucdo 0
Ca?*. A-C mostram o tracado, AUC e pico de tensdo da contracédo,
respectivamente. Os resultados foram expressos como a média + erro padrao
da média de 5 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico de
fluorescéncia, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média +
erro padrao da média de 3 camundongos. *P<0.05, *P<0.01, ****P<0.0001 vs
controle. Teste-t pareado.

A constante de decaimento (A) da contragéo transitéria e da fluorescéncia
para o Ca?* induzidas por cafeina, possui uma fase rapida e outra lenta (Figura

14B). Analise da A da fluorescéncia revela aumento das fases rapida e lenta em
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solucdo 0 Ca?* (Tabela 3), indicando reducgéo do tempo de meia vida (t¥2), uma

vez que este € inversamente proporcional a A.

Tabela 3: Fases rapida e lenta da A da contragédo e da fluorescéncia para o Ca?*
induzidas por cafeina (10 mM).

Contracao Ca”’ fluorescéncia
Rapida Lenta Rapida Lenta
Controle 212+0.19 |2.35+0.41 ([2.86+0.43 5.06 + 0.41
228 contracao (1.88+0.32 (2.5+0.85 247 +0.42 4.31 + 0.56
Controle 3.23+x0.49 [3.11+0.57 (1.14+0.39 0.78 £ 0.24

0 ca®’ 3.17+0.70 ]4.21+0.88 [2.99+0.24***1.47 +0.12**
Controle 249+098 |252+099 [1.57+0.22 1.67+0.2
Nifedipina 594+159 (495+149 ([2.04+0.39 1.49 £ 0.36
Controle 0.49+0.36 [564+1.08 ([2.33+1.23 349+ 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 293+09* [216+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

Regressdo ndo-linear — decaimento exponencial de duas fases seguido de teste-t ndo pareado.
*P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 versus respectivo controle.

5.1.2 Ativacao do RyR induz a interacdo dos canais Cavl.2 e BKca

A entrada de Ca?* no MLV ocorre principalmente via Cav1.2 e canais ndo
operados por voltagem que promovem consequente vasoconstricdo (Davis e Hill,
1999). Ao se investigar a participacdo dos Cavl.2, foi possivel verificar que seu
blogueio diminui a fluorescéncia para o Ca?* mas aumenta a contracéo transitéria

induzida por cafeina (Figura 17).
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Figura 17: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) na presenca
de nifedipina (10 uM). A-C mostram o tracado, AUC e pico de tensdo da
contracao, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média + erro
padrdo da média de 6 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico de
fluorescéncia. Os resultados foram expressos como a meédia + erro padréo da
média de 3 camundongos. *P<0.05, **P<0.01, ****P<0.0001 vs controle. Teste-t
pareado.

A ativacdo de canais Kca é essencial para a manutenc¢ao do potencial de
membrana (Em), que € mantido entre -35 e -50 mV no MLV devido a abertura de
canais para K* e acado da bomba de Na*/K* (Madden e Rusch, 2001). A fim de
se verificar a participacado de BKca em um possivel mecanismo de feedback com
Cavl.2, os vasos foram incubados com paxilina (1 uM), bloqueador de BKca. Na
presenca de paxilina observa-se o aumento da AUC da contracéo (Figura 18),

bem como o ocorrido na presenca de nifedipina (bloqueador de Cavl1.2).
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Figura 18: Contracdo transitéria para o Ca?* em artérias mesentéricas de
camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) na presenca de paxilina (1 pM).
A-C mostram o tracado, AUC e pico de tensédo da contracdo, respectivamente.
Os resultados foram expressos como a média + erro padrao da média de 8
camundongos.***P<0.001 vs controle. N.S — ndo significativo. Teste-t pareado.

Por meio da técnica de empalamento de célula para mensuracédo do Em,
foi possivel verificar que a hiperpolarizagdo induzida pela liberacdo de Ca?* via
RyR € abolida na presenca de nifedipina ou paxilina (Figura 19A e B), indicando
a participagéo dos canais Cavl.2 e BKca em um mecanismo de crosstalk para

um feedback negativo da contracéo.
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Figura 19: Em na presenca de cafeina ou cafeina + 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 contragéo transitéria induzida por cafeina induz a ativagéo
de TRPs

Os TRPs estdo presentes nas células como canais catibnicos nao-
seletivos e desempenham importante papel na regulacdo da contracado do MLV.
O bloqueador de TRP, 2-APB (10 uM), reduz a fluorescéncia para o Ca?* e
aumenta a contracao transitoria induzida por cafeina (Figura 20). Andlises do
Em demonstram que na presenca de 2-APB, a hiperpolarizacdo dependente de
cafeina é blogueada em artérias de camundongo (Figura 19C). Da mesma
forma, RuR (10 uM), outro bloqueador de TRPs, reduz a fluorescéncia para o
Ca?* enquanto aumenta a AUC da contracdo (Figura 21).
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Figura 20: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) na presenca
de 2-APB (10 uM). A-C mostram o tracado, AUC e pico de tenséo da contragéo,
respectivamente. Os resultados foram expressos como a média + erro padrao
da média de 5 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico de
fluorescéncia. Os resultados foram expressos como a meédia + erro padréo 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: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) na presenca
de RuR (10 pM). A-C mostram o tragado, AUC e pico de tenséo da contragéo,
respectivamente. Os resultados foram expressos como a média * erro padréao
da média de 5 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico de
fluorescéncia. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da
média de 3 camundongos. *P<0.05, ***P<0.0001 versus controle. N.S. — ndo
significativo. Teste-t pareado.

O sistema STIM-Orai é de fundamental importancia para o preenchimento
do RS. Neste sentido, SKF-96365, blogqueador de Orai, foi utlizado para
investigar a participacao deste canal. SKF-96365 (30 uM), abole a contracédo e
reduz a fluorescéncia para o Ca?* em estimulo a cafeina em artérias

mesentéricas de camundongos (Figura 22).
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Figura 22: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) na presenca
de SKF-96365 (30 pM). A-C mostram o tracado, AUC e pico de tensdo da
contracao, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média £ erro
padrdo da média de 5 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico de
fluorescéncia. Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo 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 contracdo induzida
por cafeina

O influxo de Na* via TRPs colabora para que NCX inverta o seu modo
de operacéo (entrada de Ca?* e saida de Na*) e contribua para o preenchimento
do RS (Poburko et al., 2008). Na presenca de KB-R7943 (10 uM), bloqueador do

modo reverso de NCX, ocorreu reducéo da contragdo e da fluorescéncia para o
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Ca?* (Figura 23). Estes resultados sugerem a ativacédo do modo reverso de NCX

na contragao transitéria estimulada por cafeina.
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Figura 23: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos estimuladas com cafeina (10 mM) na presenca
de KB-R7943 (10 uM). A-C mostram o tracado, AUC e pico de tensédo da
contracao, respectivamente. Os resultados foram expressos como a média + erro
padrdo da média de 5 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico de
fluorescéncia. Os resultados foram expressos como a meédia + erro padréo da
média de 3 camundongos. **P<0.01, **** P<0.0001 versus controle. Teste-t
pareado.

5.1.5 Avaliacdo da velocidade da onda de Ca?* perto da MP

Com o auxilio do microscoépio confocal vertical, foi possivel diferenciar

os eventos de Ca?* localizados préximo da MP plasmatica ou no citosol (Figura
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24). Os resultados obtidos demonstram que a velocidade da onda de Ca?* e o

pico da fluorescéncia € maior perto da MP.

A

Pico (FIFo)

citosol MP citosol MP

Figura 24: Velocidade da onda de Ca?* perto da MP vs profundamente no citosol.
A- figura representativa de célula estimulada em que se pode diferenciar o Ca?*
perto da MP. B — velocidade da onda de Ca?* e C- pico de fluorescéncia em
célula estimulada com cafeina. *p<0,05 e ** P<0,01 versus Ca?* no citosol.
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5.2 PARTE 1l - AlteracO0es induzidas pela
hipertenséo arterial em artérias mesentéricas de Y
camundongos. Poamotenso Hipertenso

‘& e

-

5.2.1 — A hipertenséo 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.

250 - _I" O SHAM
. O DOCA-Sal
200 -
o
£ 1504
E
100 -
50

PAS PAM PAD

Figura 25: Gréfico das variacbes de PAS (pressao arterial sistélica), PAM
(pressé@o arterial média) e PAD (pressao arterial diastdlica) obtidas em
camundongos SHAM e DOCA-Sal pelo método de pletismografia de cauda.

O segundo estimulo contrétil induzido por cafeina (10 mM) foi
semelhante ao primeiro em ambos os grupos. Entretanto, ocorreu redugéao do

pico de fluorescéncia apés o segundo estimulo (Figura 26), indicando
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dessensibilizagcdo da resposta ao Ca?* em hipertensos. Todavia, o Ca?* liberado
no segundo estimulo induzido por cafeina foi suficiente para que a contracéo

fosse similar a primeira.
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Figura 26: Contracdo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* estimuladas por cafeina em anéis de artéria mesentérica de
camundongos normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal). A-C mostram o tracado representativo, AUC e pico de
contracdo, respectivamente. Os resultados sdo representados pela média = erro padrdo da média de pelo menos 6
camundongos. D-F mostram o tragado, AUC e pico da fluorescéncia para o Ca?*. Dados sdo representados pela média + erro
padrdo da média de 3 camundongos. **** P<0.0001 versus controle. ANOVA de uma via.
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Para avaliar a participagcdo do Ca?'e na contracdo de artérias
mesentéricas de camundongos hipertensos, a solucao fisiologica foi trocada
antes do segundo estimulo contratil. Em solucdo 0 Ca?* a contragédo transitéria e
a fluorescéncia sao reduzidas em ambos os grupos (Figura 27), indicando
participacao do influxo do Ca?* em artérias de normotensos e hipertensos.

Neste sentido, a fim de se verificar a participacéo do influxo de Ca?* via
Cavl.2 em artérias mesentéricas de camundongos hipertensos, os vasos foram
incubados com nifedipina (10 uM). Contudo, o bloqueio de Cavl.2 ndo induz
aumento da contracdo transitoria, apesar de haver diminuicdo da fluorescéncia
para o Ca?* (Figura 28). Estes resultados indicam auséncia do envolvimento
funcional dos canais Cavl.2 no mecanismo fino de regulacdo das artérias
mesentéricas de camundongos hipertensos. Sugerindo perda do mecanismo de

crosstalk entre Cavl1.2-BKca em hipertensos.

69



>
w
@)

H % -3 .
a | 0 Caz- i = 3
2l B 3 0 Cax- € £ I—|
\ - A - T
\ = z €2
troca de “. (&)
solucdo | | troca de 2 § 14
} \ solucéo
& NS ¥ |
; [ o] S : o :
cafeina cafeina cafeina cafeina Controle 0 Ca= Controle 0 Ca=- Controle 0 Ca= Controle 0 Cax
SHAM DOCA-Sal SHAM DOCA-Sal
30 2.00
= _ 1754
204 3
& & _—
w ~1.504
w 3 .
S 10- &
= 1.254
o 1.004
Controle 0 Ca= Controle 0 Ca= Controle 0 Caz=- Controle 0 Ca=
SHAM DOCA-Sal SHAM DOCA-Sal

Figura 27: Contracdo transitdria e fluorescéncia para o Ca?* estimuladas por cafeina em camundongos normotensos (sham) e
hipertensos (DOCA-Sal) em solucdo 0 Ca?*. A-C mostram o tracado representativo, AUC e pico de contragdo, respectivamente.
Os resultados séo representados pela média * erro padrdo da média de 6 camundongos. D-F mostram o tracado, AUC e pico da
fluorescéncia para o Ca?*. Dados sdo representados pela média + erro padrdo 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: Contracéo transitéria e fluorescéncia para o Ca?* estimuladas por cafeina em camundongos normotensos (sham) e
hipertensos (DOCA-Sal) na presenca de nifedipina (10 uM). A-C mostram o tragado representativo, AUC e pico de contracao,
respectivamente. Os resultados sdo representados pela média + erro padrdo da média de 7 camundongos. D-F mostram o
tracado, AUC e pico da fluorescéncia para o Ca?'. Dados sdo representados pela média *+ erro padrdo 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 Cavl.2 em
camundongos hipertensos sugerem a perda do crosstalk com BKca, 0S vasos
foram incubados com paxilina (1 uM). Neste sentido, € possivel observar que
paxilina ndo altera a contracgao transitoria induzida por cafeina (Figura 29). Estes
resultados demonstram auséncia do crosstalk entre Cavl.2 e BKca para prevenir
a contracdo excessiva em hipertensos. Além disso, na presenc¢a do bloqueador
de TRPC, 2-APB, também nao se observa alteracdo da contracdo em artérias
de camundongos hipertensos (Figura 30).

A sinalizacdo aumentada de STIM1/Orai representa um mecanismo para
0 aumento da ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes de Ca?* em artérias
de animais hipertensos. Neste sentido, artérias mesentéricas de camundongos
hipertensos e normotensos foram incubadas com SKF-96365 (30 uM). Os
resultados obtidos demontram a reducdo da contracdo em artérias de

normotensos e hipertensos estimulados com cafeina (Figura 31).
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Figura 29: Contracdo transitoria estimulada por cafeina em camundongos
normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal) na presenca de paxilina. A-C
mostram o tracado representativo, AUC e pico de contracdo, respectivamente.
Os resultados sédo representados pela média = erro padrdo 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: Contracdo transitoria estimulada por cafeina em camundongos
normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal) na presenca de 2-APB. A-C
mostram o tracado representativo, AUC e pico de contracdo, respectivamente.
Os resultados sao representados pela média + erro padrdo da média de pelo
menos 5 camundongos. *P<0.05 versus controle. ANOVA de uma via.
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Figura 31: Contracdo transitéria estimulada por cafeina em camundongos
normotensos (sham) e hipertensos (DOCA-Sal) na presenca de SKF-96365. A-
C mostram o tracado representativo, AUC e pico de contracéo, respectivamente.
Os resultados séo representados pela média + erro padrdo 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 lll — ALTERACOES INDUZIDAS
PELA HIPERTENSAO ARTERIAL EM
ARTERIAS MESENTERICAS DE HUMANOS.

Normotenso Hipertenso

Como descrito anteriormente, o0 mecanismo de crosstalk entre TRPs-
Cavl.2-BKca encontrado em camundongos é essencial no feedback negativo da
contracao induzida por cafeina. Contudo, este mecanismo esta prejudicado em
camundongos hipertensos. Neste sentido, a fim de se verificar a transposicéo
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.

Normotensos Hipertensos Valores de
referéncia

Nedepacientes 22 22 .
Masculino 12 10 _
Feminino 10 12 .
fNdade Y 53,05+3,17 65,09 +2,23 _
|Presséo Sistélica’ | 114,7+142  134,1+4,47 120 mmHg
IPressao Diastolica | 74,27 +1,47 83,86 +241 80 mmHg
Creatinina | 0,740,055 1,18+0,17 0.5-1.2 mg/dl
fUrgia e 25,31+221 50,45+7,41 15-43 mg/d|
[Sédio Y 1384+212 141,7+0,67 137-145mg/dl|
IPotasSion N 4,047 +0,13  4,345+0,18 3.5-5.1 mg/di
INE 254:+1,19 26,07+1,24 <18,5 e > 25,0
IFréquénciacardiaca™ s1,19+1,836 80,82 +1,891 60- 80 bpm
ICICCSE 1129+1221  112,1+6,02 69-99 mg/dl
Dislipidemia 1 7 _
Tabagismo 7 5 _
Eilismo 4 4 _

11

\l

|
(62}
|

O segundo estimulo contratil induzido por cafeina (10 mM) é semelhante
ao primeiro em ambos 0s grupos, normotensos e hipertensos (Figura 32). Em
solucédo 0 Ca?*, a contracgdo transitéria é reduzida (Figura 33). Ao se avaliar a
participacdo de Cavl.2, é possivel observar que o seu bloqueio induz o aumento
da contracdo em normotensos, mas nao altera a contracdo das artérias
mesentéricas de humanos hipertensos (Figura 34). Além disso, as artérias

mesentéricas de humanos hipertensos demonstram ter perda do mecanismo de
77



feedback negativo da contracdo existente em normotensos, uma vez que nédo ha
aumento da contracdo transitoria na presenca de paxilina em artérias de
humanos hipertensos (Figura 35).

Ao se investigar a participacdo dos TRPs na contracdo induzida pela
liberagdo de Ca?' via RyR, observa-se que 2-APB e RuR, ndo alteram a
contracdo induzida pela liberacdo de Ca?* dos estoques (Figuras 36 e 37), ao
contrario do que ocorre em murinos. Estes resultados sugerem a auséncia 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 possivel verificar que a contracdo transitoria induzida por cafeina é reduzida
em ambos 0s grupos na presenca de SKF-96365 (Figura 38). Por outro lado, o
blogueio do modo reverso de NCX com KB-R7943 néo reduziu a contragdo em
anéis arteriais de mesentéricas humanas. Contudo, ocorreu aumento do pico de

tensdo da contragdo em humanos hipertensos (Figura 39).
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Figura 32: Contracdo transitéria estimuladas por cafeina em artérias
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos. Tracado representativo
(A), AUC (B) e pico de contracédo (C), respectivamente. Os resultados séo
representados pela média + erro padrdo da média de 10 pacientes normotensos
11 hipertensos. N.S. — N&o significativo. ANOVA de uma via.
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Figura 34: Contragdo transitoria estimuladas por cafeina em artérias
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presenca de
nifedipina. Tracado representativo (A), AUC (B) e pico de contracdo (C),
respectivamente. Os resultados sé@o representados pela média + erro padréao da
média de 5 pacientes normotensos e 11 pacientes hipertensos. *P<0.05 versus
controle. N.S. — Nao significativo. ANOVA de uma via.
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Figura 35: Contracdo transitoria em artérias mesentéricas de pacientes
normotensos e hipertensos na presenca de paxilina (1 pM). Tracado
representativo (A), AUC (B) e pico de contracdo (C), respectivamente. Os
resultados séo representados pela média * erro padrdo da média de 4 pacientes
normotensos e 5 pacientes hipertensos. **P<0.01 versus controle. N.S.- N&o
significativo. ANOVA de uma via.
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Figura 36: Contragdo transitéria em artérias mesentéricas de pacientes
normotensos e hipertensos na presenca de 2-APB. Tracado representativo (A),
AUC (B) e pico de contracdo (C), respectivamente. Os resultados sao
representados pela média + erro padrdo da média de 9 pacientes normotensos
e 6 hipertensos. N.S.- N&o significativo. ANOVA de uma via.
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Figura 37: Contracdo transitéria estimuladas por cafeina em artérias
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presenca de RuR.
Tracado representativo (A), AUC (B) e pico de contragao (C), respectivamente.
Os resultados séo representados pela média *+ erro padrdo da média de 10
pacientes normotensos e 9 pacientes hipertensos. N.S.-N&o significativo.
ANOVA de uma via.
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Figura 38: Contracdo transitéria estimuladas por cafeina em artérias
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presenca de SKF-
96365 (30 uM). Tracado representativo (A), AUC (B) e pico de contracdo (C),
respectivamente. Os resultados séo representados pela média + erro padrdo da
média de 8 pacientes normotensos e 10 hipertensos. *P<0.05, **P<0.01,
***pP<0.01, ****P<0.0001 versus controle. ANOVA de uma via.

85



R E-RTE4 . KE-RTH43

Iroca e Solucao

troca de solugao

[
* | I"xx
et ——
R I
Cafeina Cate'r.a Cafelna Cateina
100 -
'Tuq 80+
E a0 4
£
=
E 404
5]
= 204
=T
04
Caontrole KB-R7943 Controle KEB-RT343
Mormotensos Hipertensos
C — G- wwk
E
E s
= n.s
E ad |—|
=
t: 3-
c
=2
o 27
=
3
o
0
Controle KB-R7243 Controle KB-RT7%43
Mormotensos Hipertensos

Figura 39: Contragdo transitoria estimuladas por cafeina em arteriolas
mesentéricas de pacientes normotensos e hipertensos na presenca de KB-
R7943 (10 uM). Tracado representativo (A), AUC (B) e pico de contragéo (C),
respectivamente. Os resultados sédo representados pela média + erro padréao da
média de 4 pacientes normotensos e 3 hipertensos. ***P<0.01 versus controle.
N.S. - ndo significativo. ANOVA de uma via.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho € dividido em trés partes, a primeira delas trata de
elucidar os mecanismos de regulacdo da contracdo transitoria induzida por
cafeina em artérias de resisténcia de camundongos. Em seguida, investiga-se a
participacdo do influxo de Ca?* e o envolvimento dos canais para Ca?* da MP no
mecanismo contrétil. A segunda parte, relata as disfun¢des da sinalizacdo de
Ca?* na hipertenséo arterial. Contudo, ainda mais importante sdo os resultados
encontrados em vasos humanos (terceira parte), confirmando os mecanismos
de feedback negativo da contragdo em um crosstalk entre os canais Cavl.2 e
BKca em normotensos. Este trabalho também demonstra que o mecanismo de
crosstalk entre Cavl.2 e BKca esta prejudicado em artérias mesentéricas de
camundongos e humanos hipertensos.

O efeito da cafeina no MLV ocorre através da ativacdo dos RyR no RS
(Karaki e Weiss, 1988) promovendo liberacdo de Ca?* com consequente
contragdo transitéria e aumento da fluorescéncia para o Ca?* (Garcia et al.,
2016). Ito et al. (1989), demonstraram que a contracao transitéria induzida por
cafeina promove uma resposta fasica em solucdo O Ca?* que ¢é
aproximadamente 50% da resposta contratil em solucdo com Ca?* em artéria
iliaca de coelho. Nossos resultados demonstram que em solucdo 0 Ca?* a
ativacdo do RyR requer mecanismos de influxo fazendo com que o Ca?* seja
essencial para que a contracdo maxima seja obtida.

O Influxo de Ca?* via Cavl.2 é fundamental para a contragdo e ténus

miogénico. Trabalhos na literatura tém demonstrado que o tdnus miogénico &
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marcadamente reduzido na presenca 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
tém cerca de 30 a 40% menos Cavl.2 expressos do que células de
camundongos normotensos. Entretanto, na presenca da hipertensdo, estes
canais formam clusters possibilitando maior entrada de Ca?', ou maiores
sparklets, apesar de estarem com expressdo reduzida. Nossos resultados
demonstram que o bloqueio de Cavl.2 por nifedipina ndo reduz a contracéo
transitéria em estimulo a cafeina mas, ao contrario, a aumenta. Neste caso, seria
esperado a reducao da contracao ou auséncia de alteragcdo da mesma. Contudo,
nossos resultados sugerem que o influxo de Ca?* via Cav1.2 limita a contracédo
induzida por cafeina a partir de um mecanismo de feedback negativo.

As juncbes MP-RS sdo essenciais para a sinalizagdo de Ca?,
promovendo um fino mecanismo de regulagao pela interacéo entre RyRs, canais
para K* e canais para Ca?* (Van Breemen et al., 2013). Suzuki et al. (2013),
demonstraram que BKca e Cavl.2 podem interagir para a formacao de clusters.
Neste sentido, nossos resultados demonstram o envolvimento de BKca na
contracdo transitoria induzida por cafeina, uma vez que ocorreu aumento da
AUC da contracdo em artérias mesentéricas de camunundongos, fato
semelhante ao observado com o bloqueador de Cavl.2. Os resultados obtidos
também demonstram bloqueio da hiperpolarizacdo na presenca dos
bloqueadores de BKca ou Cavl.2 em artérias de camundongos. Este trabalho

mostra que o influxo de Ca?* via Cavl.2 ativa BKca e hiperpolariza a célula,
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provavelmente por um mecanismo de regulagao fina que ocorre na jungédo MP-
RS através de microdominios em vasos de resisténcia.

Estudos indicam que a idade ou doencas vasculares podem diminuir a
quantidade de juncdes MP-RS em vasos humanos (Dai et al., 2010), o que
prejudica o mecanismo fino de regulacdo do Ca?'. Alguns trabalhos, com
murinos e humanos, demonstraram que na presenca da hipertensédo arterial
ocorre diminuicdo da corrente de saida transitéria espontdnea (STOC) e da
sensibilidade de BKca ao Ca?*. Além disso, a diminuicdo da STOC é resultado
da reducao da expressao da subunidade -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 nédo apresentaram aumento da contragdo na presenca do
bloqueador de BKca, bem como na presenca de nifedipina. Estes resultados
sugerem a hipertenséo induz a perda do mecanismo de feedback negativo entre
Cavl.2 e BKca.

Os TRPCs sao uma familia bem identificada que regula a deplecao 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 Ca?* via TRPC1 ativa
BKca para induzir hiperpolarizagdo. Portanto, nossos resultados demonstram
aumento da contracdo e a diminuicdo da fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos, além da inibicdo da hiperpolarizacéo induzida
por cafeina na presenca de 2-APB.

Os canais TRPVs séo importantes sensores de estimulos bioquimicos e

fisiologicos (Clapham, 2003). O trabalho de Earley et al. (2005), demonstrou que
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TRPV4 forma um complexo de sinalizacdo de Ca?* com o RyR e BKca
promovendo a hiperpolarizacdo do musculo liso e vasodilatacédo via LCIC. Logo,
0 presente trabalho demonstra que o bloqueio de TRPVs induziu o aumento da
AUC da contracdo enquanto reduziu a fluorescéncia para o Ca?* em artérias de
camundongos. Contudo, em artérias mesentéricas de humanos normotensos ou
hipertensos, ndo ocorreu alteragcdo da contragcdo na presenca de RuR. Estes
resultados sugerem o envolvimento do influxo de Ca?* via TRPVs na prevencgao
da contracdo excessiva e participando do mecanismo de feedback negativo em
artérias mesentéricas de camundongos, 0 que ndo acontece em humanos.

E importante ressaltar que a sequéncia dos eventos que desencadeiam a
ativagdo dos canais para K* ndo estd bem esclarecida. No entanto, nossos
resultados deixam claro que tanto TRPs e Cavl.2 participam deste processo.

Krishnamoorthy et al. (2014), demonstraram que BKca € RyRs possuem
papéis opostos no musculo liso. Enquanto a liberagdo de Ca?* na forma de
sparks via RyRs ativa BKca, este se opBe a contracdo através do efluxo de K*
provendo hiperpolarizagao celular. Todavia, nossos resultados demonstram que
quando Cavl.2 ou TRPCs de artérias mesentéricas de camundongos sao
blogueados, néo existe hiperpolarizacao residual. Logo, a liberacdo de Ca?* via
RyRs néo esta ativando diretamente BKca quando os vasos sdo estimulados por
cafeina. Este fato pode ser explicado pela colocalizacdo dos microdominios de
Ca?*intracelulares em que a proximidade e sensibilidade ao Ca?* de elementos
individuais levam a regulacdo extramamente restrita do influxo de Ca?* via
Cavl.2 e a mudangas no Ca?* global (Tykocki e Nelson, 2015). Além disso,

nossos resultados demonstram que a intensidade da fluorescéncia e a
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velocidade da onda de Ca?*é maior perto da MP do que mais profundamente no
citosol. Estes dados reforcam a participacdo dos canais da membrana,
contribuindo para que o influxo ative BKca mais rapidamente.

O NCX é um trocador para mudancas localizadas na [Na'*]i e [Ca?*]i na
MP, além de ser uma importante via para a entrada de Ca?* para o RS do
musculo liso. Entretanto, a direcdo da atividade do NCX é determinada pelo
gradiente transmembrana de Na* e Ca?* e pelo Em (Blaustein e Lederer, 1999).
Quando o MLV é estimulado com cafeina, o NCX age no seu modo reverso
(Danaceau e Lucero, 2000), entrada de Ca?* e extrusdo de Na*, que requer altas
[Na*]i proveniente dos TRPs (Poburko et al., 2008). Nossos resultados mostram
que na presenca de KB-R7943, um blogueador de NCX no seu modo reverso,
ocorreu diminuicdo da contracdo e fluorescéncia para o Ca?* em artérias
mesentéricas de camundongos, colaborando com os resultados obtidos em
solucéo 0 Ca?*. Isto sugere que, a entrada de Ca?* via NCX colabora para a
contracdo e preenchimento do RS. Entretanto, surpreendentemente, quando
NCX foi bloqueado, ndo héa alteracdo da contracdo nas artérias mesentéricas de
humanos normotensos e ha aumento da contracdo em artérias de hipertensos.
Estes resultados demonstram que NCX é extremamente importante para que a
contragcdo por cafeina ocorra em artérias mesentéricas de camundongos, mas
ndo em mesentéricas de humanos. Além disso, pode-se sugerir que a expressao
ou 0 modo de atividade de NCX estéo alterados na presenca da hipertensao

arterial em artérias mesentéricas de humanos.
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Orai é 0 suposto componente formador de poros dos canais Ca (2+)
ativados por liberagcdo de Ca (2+) na membrana plasmética. Ratos hipertensos
possuem aumento da ativacdo da LCIC via Orai-1, com consequente aumento
do tonus basal e reatividade vascular. Nossos dados demonstram que o bloqueio
de Orai reduziu a contragdo em camundongos e humanos normotensos e
hipertensos (Giachini et al., 2009). Contudo, em humanos hipertensos a reducéo
da contracdo foi maior do que em normotensos. Estes resultados suportam a
hip6tese de que STIM-1/Orai-1 contribuem para a funcéo vascular anormal na
hipertensdo. O aumento da ativacdo de STIM-1/Orai-1 pode representar
mecanismos que levam a niveis elevados de Ca?* intracelular na hipertenséo

arterial.

92



7 CONCLUSAO

Este trabalho demonstra que a ativacdo do RyR por cafeina promove o
influxo de Ca?* via Cav1.2 em artérias mesentéricas de camundongos. O influxo
de Ca?* esta envolvido em um mecanismo de feedback negativo do processo
contratil através da ativagdo de BKca. Portanto, este trabalho abre um novo
campo para pesquisas mostrando que o influxo de Ca?* via Cav.1.2 participa ndo
apenas colaborando com a contracdo, como usualmente tem sido associado.
Também foi demonstrado que TRPCs e TRPVs estdo envolvidos na ativacéo de
BKca e na prevencao da contracao excessiva em artérias de camundongos, mas
nao participam da contracdo induzida por cafeina em humanos, normotensos ou

hipertensos.
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ANEXO

Formulario de Consentimento Livre e Esclarecido

| INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa tem o objetivo de estudar a funcdo de vasos humanos e correlacionar os
resultados obtidos com andlises laboratoriais e bioquimicas. Os resultados obtidos nos
permitira dar uma no¢do de que maneira podemos interferir no relaxamento ou
contracao dos vasos, além de avaliar a possivel presenca de determinadas substancias
na circulacdo sanguinea. Estas substancias sdo importantes porque podem facilitar o
diagndstico de possiveis eventos cardiacos além de nos esclarecer condigbes
fisiopatoldgicas ja instauradas (hiperlipidemia diabetes...). Para coletar estes vasos
precisamos utilizar as sobras da cirurgia que vocé ira 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 por¢cdo do intestino que sera
removido pelo cirurgido. Desta forma vocé ira contribuir para este estudo concordando
em doar este material para que a pesquisa seja feita.

II SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade nao serd revelada
publicamente em hipétese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste
projeto terdo acesso a estas informacdes que serdo utilizadas somente para fins de
pesquisa.

lIl BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara inimeros beneficios importantes que poderao ter aplicacao direta na
terapéutica. O conhecimento do funcionamento dos vasos retirados de material de
descarte da cirurgia podera ajudar no desenvolvimento de medicamentos utilizados no
combate a hipertensao arterial, infarto ou acidentes vasculares cerebrais. As dosagens
laboratoriais realizadas com o sangue coletado evidenciara a presenca de substancias
relacionadas a possiveis patologias, nos permitindo um diagnéstico mais preciso, o
inicio precoce do tratamento adequado e o acompanhamento da evolucdo do paciente.

IV RISCOS

Uma vez que serdo 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 regido
onde o sangue foi removido. No entanto sera aproveitado 0 mesmo acesso para a
administracdo de medicamentos, assim nao haverd a necessidade de nenhuma
perfuracéo adicional para a coleta de sangue.
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V RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o estd previsto qualquer forma de remuneracdo para os voluntarios. Todas as
despesas especificas relacionadas com o0 estudo sdo de responsabilidade dos
pesquisadores envolvidos através de incentivos a pesquisas provenientes de
instituicdes de fomento.

VI DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispOe de total liberdade para esclarecer qualquer davida que possa surgir durante
a pesquisa. Vocé poderd recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a
qualquer momento, sem precisar se justificar. Nesta pesquisa utilizaremos somente
material de descarte, ou seja, as sobras do intestino removido na cirurgia, ndo sendo
realizado qualquer tipo de manipulacdo, experimento ou intervencdo direta com o
paciente.

VII TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, voluntariamente, concordo com 0s
propésitos de coletar uma amostra do meu sangue e que o descarte do material
biol6gico proveniente da minha cirurgia tumoral seja utilizado para fins de pesquisa
cientifica. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa nao trara
qualquer prejuizo a minha saude. Declaro também que obtive de forma apropriada e
voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido para participagao neste estudo.

Belo
Horizonte,.......cooveveeeeeeeeein. (o [T RTT (o [T

Assinatura do voluntério:

Telefones e enderecgo para contato:

Profa Virginia 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 (Comité de Etica em Pesquisa): Av. Antdnio Carlos, 6627 Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005 Campus Pampulha.
Belo Horizonte, MG - Brasil 31270-901 Telefone: 3409-4592
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