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RESUMO 

Os hormônios e neurotransmissores do sistema renina angiotensina 

aldosterona (SRAA) e do sistema nervoso autônomo (SNA) podem atuar nos vasos e 

coração, modulando diversas vias de sinalização intracelular. Muito embora as vias de 

sinalização das enzimas PKA e PKC sejam mais bem estudadas e conhecidas, a via 

de sinalização da PKD tem sido pouco estudada até o momento. A PKD é uma enzima 

da familia de serina/treonina-quinases compreendendo três isoformas de PKD 

homólogas (PKD1/PKCμ, PKD2 e PKD3/PKCν) e pertence à superfamília da Ca2+-

calmodulina dependente de proteína cinase (CaMK). A isoforma PKD1 é cada vez 

mais reconhecida como um regulador chave de uma série complexa de processos 

fisiológicos fundamentais, incluindo: transdução de sinal, proliferação e diferenciação 

celular, transporte através da membrana, secreção, expressão gênica, utilização de 

substrato, e regulação da contratilidade miocárdica. Entretanto, pouco se sabe sobre a 

atuação da PKD1 sobre a reatividade vascular e regulação de cardiomiócitos. Estudo 

dos Cardiomiócitos - Estudo funcional realizado em cardiomiócitos ventriculares 

isolados de coelhos brancos da Nova Zelândia foram transfectados por adenovírus 

denominados de Repórteres Ativadores de Cinase D (DKARs) que mede a atividade 

da PKD em diferentes locais dos cardiomiócitos (citoplasma, núcleo e mitocôndria). Os 

DKARs no núcleo apresentaram valores mais elevados ao tratamento feito pela 

aldosterona, ao passo que quando, analisamos o citoplasma e a mitocôndria, foi 

observada atuação da angiotensina II de forma mais significativa. Já para análise do 

transiente de cálcio e contratilidade, foram utilizados cardimiócitos ventriculares de 

camundongos de linhagem C56BL6, divididos nos grupos: selvagem WT e PKD1 KO 

(knockout) cardíaco-específicos. O principal resultado foi um aumento a resposta a 

angiotensina II nas células dos animais PKD WT quando comparado às células sem 

tratamento (p=0,0049) no citosol. O percentual de encurtamento de cardiomiócitos não 

foi diferente entre os grupos, nem na presença dos fármacos (angiotensina II, 

aldosterona e isoproterenol). Estudo da Função Vascular – Foi utilizado ratos Wistar 

(normotensos) e Wistar espontaneamente hipertensos (SHR). Para avaliar se a 

diferença da pressão arterial sistólica (PAS) existia, foi feita aferição através do 

método de pletismografia de cauda (PAS Wistar 125,8 ± 1,2 mmHg e SHR=204,8 ± 

4,0* mmHg, p < 0,01). A reatividade vascular foi estudada usando anéis isolados de 

aorta torácica para avaliação da contração ao estimulo α-adrenérgico (curva 

concentração resposta a Fenilefrina (10−10 a 3,5 x10−3M) e da ativação de receptores 

AT, usando angiotensina II (10−10 a 10−5M), na presença e ausência: endotélio 

vascular; CID 3,2 μM – um inibidor seletivo e especifico da PKD1; L-NAME 100 μM, 
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um inibidor não-seletivo da enzima óxido nítrico sintase (NOS); o composto 1400W 

1 μM, um potente inibidor e altamente seletivo da iNOS;  N-ω-cloridrato-propil-L-

arginina 0,5 μM, um inibidor potente e seletivo da nNOS. No grupo Wistar, a resposta 

contrátil as doses crescentes de fenilefrina não foram modificadas quando a PKD foi 

inibida com o CID. No grupo SHR, podemos identificar uma redução da resposta 

contrátil na presença de CID (Fenilefrina 10-3,5 M; CT = 116,6 ± 13,5 vs CID 60 ± 14,6 

%, p<0,05). Estes dados sugerem a participação da via da PKD, na resposta contrátil 

induzida pela fenilefrina, no grupo SHR. A angiotensina II induziu resposta contrátil, de 

maneira concentração-dependente, nos anéis isolados de aorta de todos os grupos 

estudados. No grupo Wistar, a resposta contrátil a angiotensina II foi menor durante a 

incubação com CID, enquanto no grupo SHR, a inibição da PKD, não modificou a 

resposta contrátil a angiotensina II. No grupo Wistar, a inibição da iNOS, aumentou a 

resposta contrátil a angiotensina II quando a enzima PKD foi inibida, com o CID. No 

grupo SHR, podemos verificar que a contratilidade dependente de angiotensina II foi 

maior na presença do inibidor da iNOS, tanto na presença quanto na ausência da 

PKD. Estes dados sugerem que, no grupo SHR, a produção de NO, depende da 

enzima iNOS. Nos animais do grupo SHR, a inibição da nNOS elevou a resposta 

contrátil a angiotensina II. A inibição da via da PKD, reduziu o aumento da resposta 

contrátil a angiotensina II, durante a inibição da nNOS. Estes dados sugerem que, no 

grupo hipertenso, a via de síntese de NO, dependente da enzima nNOS, participa da 

resposta contrátil induzida pela angiotensina II.  Em conclusão, o conjunto dos 

resultados obtidos neste estudo confirma nossa hipótese da participação da via de 

sinalização da PKD sobre a regulação aguda das funções de cardiomiócitos 

ventriculares e sobre a reatividade vascular. Em cardiomiócitos ventriculares, a 

aldosterona atuou diretamente na PKD nuclear juntamente com as HDACs, 

importantes reguladores no remodelamento cardíaco. Já no citosol e nas mitocôndrias, 

a angiotensina II ativou agudamente a via da PKD1. E em relação a reatividade 

vascular foi observado que nos animais hipertensos, este papel modulador da 

sinalização da via da PKD sobre as respostas vasculares mediadas pela angiotensina 

II e fenilefrina, depende da ativação de distintas isoformas da NOS, localizadas no 

músculo liso vascular e endotélio. No grupo hipertenso, a modulação, via PKD, parece 

depender mais da participação da nNOS, enquanto no grupo normotenso, das vias da 

eNOS e iNOS. 

Palavras-chave: proteína quinase D, cardiomiócitos, transfecção, transiente de 

cálcio, contratilidade, reatividade vascular 
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ABSTRACT 

The hormones and neurotransmitters of the renin angiotensin aldosterone system 

(RAAS) and the autonomic nervous system (ANS) can act on the vessels and heart, 

modulating several intracellular signaling pathways. Although the signaling pathways of 

the PKA and PKC enzymes are better studied and known, the signaling pathway of 

PKD has been little studied so far. PKD is an enzyme of the serine / threonine kinase 

family comprising three homologous PKD isoforms (PKD1 / PKCμ, PKD2 and PKD3 / 

PKCν) and belongs to the Ca2+ protein kinase dependent (CaMK) superfamily. The 

PKD1 isoform is increasingly recognized as a key regulator of a complex series of 

fundamental physiological processes, including: signal transduction, cell proliferation 

and differentiation, membrane transport, secretion, gene expression, use of substrate, 

and regulation of contractility myocardial. However, little is known about the role of 

PKD1 on vascular reactivity and cardiomyocyte regulation. Cardiomyocyte Study - 

Functional study performed on ventricular cardiomyocytes isolated from white New 

Zealand rabbits were transfected by adenoviruses called Kinase Activating Reporters 

(DKARs) that measure PKD activity in different locations of the cardiomyocytes 

(cytoplasm, nucleus and mitochondria). The DKARs in the nucleus showed higher 

values for the treatment made by aldosterone, whereas when we analyzed the 

cytoplasm and mitochondria, the performance of angiotensin II was observed in a more 

significant way. For the analysis of the calcium transient and contractility, ventricular 

cardimiocytes of C56BL6 mice were used, divided into groups: wild cardiac-specific WT 

and PKD1 KO (knockout). The main result was an increased response to angiotensin II 

in the cells of PKD WT animals when compared to cells without treatment (p = 0.0049) 

in the cytosol. The percentage of cardiomyocyte shortening was not different between 

groups, nor in the presence of drugs (angiotensin II, aldosterone and isoproterenol). 

Study of Vascular Function - Wistar rats (normotensive) and Wistar spontaneously 

hypertensive (SHR) were used. To assess whether the difference in systolic blood 

pressure (SBP) existed, measurement was performed using the tail plethysmography 

method (PAS Wistar 125.8 ± 1.2 mmHg and SHR = 204.8 ± 4.0 * mmHg, p < 0.01). 

Vascular reactivity was studied using isolated rings of the thoracic aorta to assess the 

contraction of the α-adrenergic stimulus (concentration curve response to 

Phenylephrine (10−10 to 3.5 x10−3 M) and the activation of AT receptors, using 

angiotensin II (10 −10 to 10−5 M), in the presence and absence: vascular endothelium; 

ICD 3.2 μM - a selective and specific inhibitor of PKD1; L-NAME 100 μM, a non-

selective inhibitor of the enzyme nitric oxide synthase (NOS); the compound 1400W 1 

μM, a potent and highly selective inhibitor of iNOS; N-ω-hydrochloride-propyl-L-

arginine 0.5 μM, a potent and selective inhibitor of nNOS. In the Wistar group, the 

contractile response to increasing doses of phenylephrine were not modified when 

PKD was inhibited with CID In the SHR group, we can identify a reduction in the 

contractile response in the presence of CID (Phenylephrine 10-3.5 M; CT = 116.6 ± 13.5 

vs CID 60 ± 14.6%, p <0.05) .These data suggest the participation of the PKD pathway, 

in the opposite Useful induced by phenylephrine in the SHR group. Angiotensin II 

induced a contractile response, in a concentration-dependent manner, in the isolated 

aortic rings of all studied groups. In the Wistar group, the contractile response to 

angiotensin II was lower during incubation with DIC, while in the SHR group, PKD 

inhibition did not modify the contractile response to angiotensin II. In the Wistar group, 

iNOS inhibition increased the contractile response to angiotensin II when the PKD 
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enzyme was inhibited, with the CID. In the SHR group, we can see that angiotensin II-

dependent contractility was greater in the presence of the iNOS inhibitor, both in the 

presence and in the absence of PKD. These data suggest that, in the SHR group, NO 

production depends on the iNOS enzyme. In animals in the SHR group, inhibition of 

nNOS increased the contractile response to angiotensin II. Inhibition of the PKD 

pathway reduced the increase in the contractile response to angiotensin II during the 

inhibition of nNOS. These data suggest that, in the hypertensive group, the NO 

synthesis pathway, dependent on the nNOS enzyme, participates in the contractile 

response induced by angiotensin II. In conclusion, the set of results obtained in this 

study confirms our hypothesis of the participation of the PKD signaling pathway in the 

acute regulation of ventricular cardiomyocyte functions and in vascular reactivity. In 

ventricular cardiomyocytes, aldosterone acted directly on nuclear PKD together with 

HDACs, important regulators in cardiac remodeling. In the cytosol and mitochondria, 

angiotensin II acutely activated the PKD1 pathway. In relation to vascular reactivity, it 

was observed that in hypertensive animals, this role of modulating the signaling of the 

PKD pathway on vascular responses mediated by angiotensin II and phenylephrine, 

depends on the activation of different NOS isoforms, located in the vascular smooth 

muscle and endothelium. In the hypertensive group, modulation, via PKD, seems to 

depend more on the participation of nNOS, while in the normotensive group, on the 

pathways of eNOS and iNOS. 

Keywords: protein kinase D, cardiomyocytes, transfection, calcium transient, 

contractility, vascular reactivity 
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1. INTRODUÇÃO 

Apesar dos grandes avanços terapêuticos, a insuficiência cardíaca (IC), 

disfunção sistólica do ventrículo esquerdo e doenças hipertensivas, tem se tornado 

cada vez mais preocupantes e desafiadores, sendo associada com duros desfechos 

com número elevados de mortes e internação hospitalar1. Medicamentos voltados para 

a regulação neuro-hormonal são os pilares para o tratamento das doenças 

cardiovasculares. Antagonistas tradicionais do sistema renina-angiotensina, como a 

enzima conversora de angiotensina (ECA), inibidores e bloqueadores dos receptores 

da angiotensina diminuíram drasticamente a progressão da doença, reduzindo o 

número de hospitalizações relacionadas à IC, diminuição nas taxas de mortalidade e 

melhora na qualidade de vida dos pacientes2-4. Entretanto, pacientes internados por IC 

têm uma elevada taxa de eventos cardiovasculares, superior a 50%, com taxa de 

mortalidade entre 10 e 15% e taxa de re-hospitalização em até 6 meses após a alta de 

30 a 40% o que causa grande gastos e superlotações do sistema público de saúde5. 

A disfunção cardíaca e a arritmogênese, durante a progressão da IC, são 

alimentadas pelo remodelamento cardíaco que ocorre em resposta a alterações na 

carga hemodinâmica, lesão cardíaca e/ou ativação neuro-hormonal6. 

Independentemente da causa, o remodelamento cardíaco está associado a alterações 

na expressão gênica fetal e celular induzindo modificações enérgicas, hipertrofia dos 

miócitos, morte celular e fibrose. Em cada um desses cenários, o processo de 

remodelação inicialmente compensatório pode passar por um processo mal 

adaptativo7. Deste modo, a tentativa de identificar novas estratégias terapêuticas, os 

estudos têm se concentrado nas vias de sinalização que regulam os processos 

biológicos que impulsionam o remodelamento cardíaco e vascular.  

1.1 Célula Cardíaca e a função da Proteína Cinase D (PKD) 

No coração, a PKD parece desempenhar um papel fundamental na expressão 

gênica e no remodelamento mal adaptativo observado na insuficiência cardíaca, 

tornando essa enzima um potencial alvo terapêutico para as doenças 

cardiovasculares. A proteína quinase D (PKD), emergiu como um ponto chave de 

sinalização no processo de acoplamento excitação-contração, expressão gênica, 

sobrevivência celular e metabolismo8-16. Recentemente foi demonstrado que a super 

expressão cardíaca específica, in vivo, da isoforma PKD1 constitutivamente ativa, 

promove cardiomiopatia dilatada17. Assim também, a expressão e a atividade da PKD 

mostraram-se aumentadas em miocárdio de camundongos, ratos, coelhos e humanos 

com IC17-19. 
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1.2 Isoformas da PKD 

A PKD é uma enzima da família das serina/treonina-quinases compreendendo 

três isoformas de PKD homólogas (PKD1/PKCμ, PKD2, e PKD3/PKCν) e pertence à 

superfamília da Ca2+-calmodulina dependente de proteína cinase (CaMK). A isoforma 

PKD1 é a isoforma mais estudada e mais abundante no coração. Assim como as 

outras isoformas da PKD, a abundância de PKD1 está sujeita à regulação de inúmeros 

processos biológicos20-22. Estas enzimas possuem especificidade de substrato, 

semelhante à CaMK, com características estruturais remanescentes da PKC. A 

estrutura molecular da PKD consiste em um domínio catalíco C-terminal, uma região 

N-terminal auto-inibitória, domínios regulatórios, tais como o diacilglicerol (DAG), 

domínio de ligação e domínio de homologia da Pleckstrin (PH)23,24. Vários mecanismos 

podem modular a atividade de PKD1, incluindo auto-inibição, fosforilação, degradação 

proteolítica, localização subcelular e interações de proteínas, resultando em 

mecanismos complexos de sinalização de PKD específicos do contexto25. A típica 

cascata de sinalização para ativação de PKD envolve ativação dependente de GPCR 

(receptor acoplado a proteína G), da fosfolipase C (PLC) e da produção de DAG 

(diacilglicerol). Estes últimos estimulam a PKD direta e indiretamente através da 

ativação simultânea de PKC e PKD.  

Ambas as isoformas PKCα, β1, β2 e γ e PKCδ, ε, η, e θ podem fosforilar a PKD 

no seu sitio de ativação. Em camundongos, a PKD1 pode ser fosforilada por PKCs na 

Ser-744 e Ser-748, seguida por auto fosforilação na Ser-916. Na PKD1 humana estes 

locais correspondem a Ser-738 e Ser-742 e Ser-910. A PKD ativa é posteriormente 

translocada para seus alvos intracelulares20, 26-28.  

Estudos demonstraram um mecanismo de ativação não-clássico para a PKD1 

em condições de estresse oxidativo29-31. A cascata de sinalização é iniciada pela 

produção de DAG mitocondrial através da fosfolipase D, e requer fosforilação de 2 

resíduos de tirosina quinase para permitir ativação de PKD1 via fosforilação no loop de 

ativação por PKC. A PKD1 ativada, retransmite a informação da produção das 

espécies reativas de oxigênio (EROs) mitocondriais ao núcleo, induzindo assim os 

genes nucleares que medeiam a desintoxicação celular e a sobrevivência celular. No 

coração, a ligação entre as EROs mitocondriais e a cardioproteção é menos 

conhecida. Por outro lado, Özgen et al.,32 identificaram uma via específica para PKD1 

relacionada a baixos níveis de H2O2 à diminuição da abundância de proteína do 

elemento de resposta de ligação a AMPc (ERK) em miócitos cardíacos neonatais, o 

que contribuiria para a patogênese da insuficiência cardíaca. Pesquisadores 
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identificaram os efeitos protetores da sinalização de PKD em um modelo de lesão de 

isquemia/reperfusão, mas esses efeitos foram mediados via sinalização de RhoA33, 34
.  

Mais recentemente, estudos identificaram proteína semelhante à dinamina 

(DLP1), uma proteína de fissão mitocondrial, como um novo alvo da PKD35. Em seu 

estudo, a sinalização prolongada de receptores α-adrenérgicos aumentou a 

fragmentação e disfunção mitocondrial com aumento da sinalização apoptótica, 

geração de EROs, e aumento da permeabilidade mitocondrial. Erickson et al.36 

mostraram que a modificação, dependente de EROs, da metionina 281 e 282, conferiu 

atividade autônoma de Ca2+ à CaMKII, em um mecanismo análogo, mas independente 

da auto-fosforilação. Dada a reconhecida susceptibilidade dos resíduos de metionina e 

cisteína à oxidação, eles também estabeleceram que a oxidação dos resíduos de 

metionina emparelhados, mas não apenas um resíduo de cisteína ou metionina, era 

necessária para a ativação de CaMKII por EROs. Todas as 3 isoformas de PKD 

apresentam tal emparelhamento de cisteína/metionina (posição C653 / M654 em 

PKD1) e a substituição de valina destes resíduos torna a PKD1 insensível a estímulos 

das EROs.  

A PKD1 é cada vez mais reconhecida como regulador chave de uma série 

complexa de processos fisiológicos fundamentais, incluindo transdução de sinal, 

proliferação e diferenciação celular, transporte através da membrana, secreção, 

expressão gênica, utilização de substrato, remodelamento da actina e contratilidade, 

conforme observado na figura 1 abaixo: 
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Figura 1. Funções do microdomínio da Proteína Cinase D (PKD) no cardiomiócito. Na figura 
acima, podemos observar a atuação da PKD em diferentes regiões da célula cardíaca 
(sarcolema, citosol, núcleo, mitocôndria, complexo de golgi8. 

 

 

Sabe-se que membros da superfamília da CaMK, que incluem CaMKII, PKD e 

quinase associada a microtúbulos (MARK), são conhecidos por regularem a expressão 

gênica cardíaca patológica através do seus efeitos sobre as histonas desacetilases 

classe IIa (HDACs)37. As HDACs funcionam como reguladores importantes no 

remodelamento cardíaco através da associação com o fator de transcrição do fator 

potenciador do miócito-2 (MEF2) e outros reguladores transcricionais pró-hipertróficos. 

As ações das HDACs de classe II são controladas pelo seu estado de fosforilação que 

regula sua distribuição núcleo-citoplasmática. Estímulos extracelulares transmitidos 

por GPCR ativam PKD e CaMKs, que fosforilam HDACs classe II, desencadeando a 

exportação nuclear, a repressão ao MEF2 e promovendo remodelação cardíaca.18, 38 

 Estudos recentes também destacaram a importância da regulação espaço-

temporal da sinalização do PKD em cardiomiócitos. Por exemplo, os agonistas dos 

GPCR, endotelina e fenilefrina, diferem na ativação espaço-temporal da PKD: com a 

fenilefrina provocando sinalização sarcolemal transitória, seguida de rápida atividade 

nuclear, enquanto a exposição a endotelina resulta em recrutamento de PKD da 

membrana celular. Esses achados explicam como a sinalização via fenilefrina e 

endotelina convergem na ativação da ativação nuclear de histona desacetilase 5 

(HDAC5) e da transcrição gênica, que é mais dependente de PKD para fenilefrina, 

porém mais dependente de PKD e CaMKII para endotelina39. 

 Pesquisas usando biossensores fluorescentes para sinalização de PKD, 

mostraram que a sinalização β-adrenérgica (β-AR) induz seletivamente a sinalização 

PKD nuclear, sem translocação inicial para o sarcolema. A sinalização via β-AR 

também preveniu a ativação de PKD mediada por GPCR, impedindo sua translocação 

intracelular. Este efeito foi mediado pela fosforilação dependente de PKA e de PKD.40  

Curiosamente, enquanto o papel da PKD sinalizando a jusante de agonistas do 

GPCR, como fenilefrina e endotelina, tem sido bem estabelecido, menos atenção tem 

sido dada ao sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Apesar do fato de que 

o sistema nervoso simpático e o SRA estarem entre as respostas homeostáticas mais 

reconhecidas e compensatórias a uma queda no débito cardíaco e mais direcionadas 

terapeuticamente na doença cardiovascular16, ele atua também na regulação do 

sistema cardiovascular por meio de múltiplos tipos de receptores, principalmente via 

receptores AT1 e AT217,41. O hormônio angiotensina II é um mediador crucial na 

manutenção da pressão arterial e homeostase dos fluidos, via mecanismos de ação 
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que incluem secreção de aldosterona, efeitos vasopressivos, conservação hidrosalina, 

efeitos no sistema nervoso, como regulação do fluxo simpático e efeito dipsogênico. 

 A aldosterona, descoberta há mais de 70 anos, age através do receptor 

mineralocorticoide (MR), para modular a expressão gênica em tecidos alvos. No rim, a 

principal ação da aldosterona é promover a reabsorção de Na+ no néfron distal e, 

assim, aumentar indiretamente a conservação de água (regular o volume do líquido 

extracelular e a pressão arterial)42.  

Os altos níveis circulantes de aldosterona, estão diretamente relacionados à 

hipertrofia cardíaca, fibrose intersticial e a insuficiência cardíaca22-25,27. Da mesma 

forma, a hiperestimulação dos receptores AT1 está ligada a várias doenças humanas, 

como hipertensão e hipertrofia cardíaca. 

 Recentemente, foi estabelecido um papel para a PKD na regulação do SRAA 

(Figura 2). A PKD renal modula a secreção de renina42 e medeia o tráfego de 

transportadores de sódio no néfron em resposta à aldosterona40. A secreção de 

aldosterona induzida por angiotensina II em células adrenocorticais,43-45 regula assim 

os níveis circulantes de aldosterona; e nas células do músculo liso vascular, a 

sinalização de PKD medeia a resposta hipertrófica à angiotensina II46, 47. Em um 

estudo proteômico, os autores identificaram a PKD como um mediador crucial de 

eventos de sinalização de angiotensina II fosforilação dependente 48. Entretanto, não 

se sabe ainda se a sinalização da PKD também desempenha um papel crítico na 

mediação dos efeitos da angiotensina II e/ou aldosterona em cardiomiócitos e vasos 

sanguíneos.  
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Figura 2. Via de sinalização da PKD a jusante pela aldosterona e angiotensina II na célula 
cardíaca (modificada)8,40. 

 

 

1.3 Músculo Liso Vascular 

Alterações no diâmetro dos vasos sanguíneos servem como um 

importante regulador fisiológico do fluxo sanguíneo. Essas mudanças 

relacionadas ao músculo liso e regulação do tônus vascular são responsáveis 

pelo aumento e diminuição da pressão arterial. Alguns pontos importantes 

como: estímulos hormonais, manipulação de agentes farmacológicos, 

inervação e desenervação, quantidades de neurotransmissores e receptores, 

fatores derivados do endotélio, possuem um papel importante na resistência 

vascular que é determinada pelo tônus do musculo liso vascular. 

 Para que ocorra contração das células musculares lisas vasculares, é 

necessário, elevação na concentração de Ca2+ citoplasmático. Este aumento 

se faz devido ao influxo desse mesmo íon através de canais especializados na 

membrana citoplasmática e de estoques intracelulares do retículo 

sarcoplasmático40,49. Resumidamente, existem dois principais mecanismos 

responsáveis pela contração do músculo liso vascular: o acoplamento 

eletromecânico que permite a contração por meio de alterações no potencial de 

membrana da célula. Uma vez que ocorre a despolarização da membrana pelo 

aumento da concentração de K+ extracelular, promove influxo de Ca2+ através 

da abertura de canais para cálcio operados por voltagem, causando 

contração39, 50,51. E o acoplamento farmacomecânico que se fundamenta na 

contração induzida por agonistas contráteis (norepinefrina, endotelina, 

angiotensina II e serotonina). Esses agonistas, ligam-se a receptores 

específicos da membrana da célula muscular lisa que são acoplados à proteína 

G. A interação agonista-receptor ativa a subunidade α da proteína G, ativando 

a fosfolipase C (PLC) que eleva à síntese de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e 

diacilglicerol (DAG). O IP3 atua interagindo com seus receptores na membrana 

do retículo sarcoplasmático estimulando a liberação de Ca2+. Dando sequência, 

o DAG atua ativando a proteína quinase C (PKC), que por sua vez, aumenta o 

movimento de Ca2+ através de canais da membrana. E também, aumenta a 

sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+ e fosforilação da cadeia leve da 
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miosina (MLC). Todos esses mecanismos estão relacionados ao aumento do 

Ca+2 para que ocorra a contração de maneira efetiva. O Ca2+ se liga à 

calmodulina, forma o complexo Ca2+-calmodulina ocorrendo ativação da 

quinase de cadeia leve da miosina (MLCK), o que promove interação entre os 

miofilamentos de actina e miosina, responsáveis pela contração muscular que, 

em última análise, regula a resistência vascular, e consequentemente, regula a 

pressão arterial19,52,53.  

1.4 Receptores α-Adrenérgicos Vasculares 

 Os receptores α-adrenérgicos pertencem a família de GPCRs, que 

podem ser ativados pelas catecolaminas adrenalina, noradrenalina e por 

moléculas sintéticas como a fenilefrina. 

 Os receptores α-adrenérgicos são divididos e subdivididos em α1A, 

α1B, α1D, α2A, α2B, α2C. Receptores α1 estão relacionados com respostas no 

órgão efetor e os receptores α2 estão localizados principalmente na membrana 

pré-sináptica e regulam a liberação de neurotransmissores. Os receptores α1 

estão acoplados à fosfolipase C, gerando assim IP3 e DAG como segundos 

mensageiros, e têm seus efeitos mediados principalmente pela liberação de 

Ca2+ intracelular. Já os receptores α2 estão negativamente acoplados à 

adenilato ciclase, promovendo sua inibição, reduzindo assim a formação de 

adenosina monofosfato cíclico (cAMP) e inibindo canais de cálcio (54,55). Em 

consequência do aumento na concentração de cálcio citosólico, há formação 

de um complexo com a calmodulina, que é capaz de ativar a enzima 

responsável pela fosforilação das cadeias leves da miosina (proteínas 

regulatórias), a MLCK. A fosforilação da cadeia leve da miosina permite que a 

miosina se ligue aos filamentos de actina levando à contração muscular. Ao 

contrário, o relaxamento ocorre quando vasodilatadores como por exemplo, o 

NO, ativam uma cinase que inibe a MLCK, ou ativa a miosina fosfatase, 

desfosforilando a cadeia leve da miosina56,57. 

1.5 Receptores para Angiotensina II 

A angiotensina II, além de alterar a reatividade vascular, exerce 

importante ação pró-inflamatória na parede vascular através da produção de 
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EROs, citocinas inflamatórias e moléculas de adesão (Savoia & Schiffrin, 

2007)58. A angiotensina II ativa a NADPH oxidase, levando ao aumento do 

ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e radicais hidroxila, exercendo um 

efeito relevante sobre o leito vascular, através da indução do estresse 

oxidativo58,59. Assim, alterações no SRA frequentemente estão associadas ao 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares como aterosclerose, 

hipertensão arterial e insuficiência cardíaca60,61. 

As respostas mediadas pela angiotensina II aumentam a atividade 

simpática cardíaca e vascular, levando a um efeito vasoconstritor direto, que 

aumenta a resistência vascular periférica e, consequentemente, a pressão 

arterial62. Na maioria das vezes, a principal via dessas respostas é mediada 

pelo receptor AT1. 

 Por outro lado, as ações mediadas via receptor AT2 são menos 

conhecidas, o que pode ser explicado pela menor expressão desses receptores 

quando comparado com a do receptor AT1. Além disso, no geral, as ações da 

angiotensina II, via AT2, são antagônicas às ações mediadas via angiotensina 

II em receptores do tipo AT163. A ação da angiotensina II sobre os receptores 

AT1 pode ser descrita sucintamente por causar vasoconstrição e aumentar da 

proliferação e o crescimento celular. As ações da angiotensina II, via 

receptores AT2, via de regra, antagonizam os efeitos dos receptores AT1 e 

induzindo respostas anti-proliferativa e anti-apoptótica. Os receptores AT2 são 

importantes na regulação do crescimento, na diferenciação e na regeneração 

do tecidual. Após o nascimento ocorre redução na expressão dos receptores 

AT2, mas que pode vir a ser induzida nas doenças cardiovasculares, incluindo 

a hipertensão arterial e insuficiência cardíaca64,65. 

Outra diferença importante entre esses dois tipos de receptores para 

angiotensina II, está relacionada com a cascata de sinalização intracelular. A 

ativação de receptores AT2 é capaz de ativar a Protein serine/threonine 

Phosphatase 2A (PP2A), que direciona o sinal para o controle da atividade de 

canais para K+ e Ca2+ 66. Por esta via, ocorre regulação negativa da ativação da 

cascata Mitogen Activated Protein Kinase (MAP Cinase), a qual pode ser 

ativada via receptor AT1 e da fosfolipase citosólica A2 (cPLA2)67. Os 

receptores AT2 são encontrados em maior quantidade na aorta e coronária. 
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Seus efeitos fisiológicos são antagônicos aos do AT1 e incluem diversas ações, 

como vasodilatação através da liberação de NO e bradicinina. 

A ação da angiotensina II sobre o receptor AT1 ocorre por vias mediadas 

pelo GPCR, o qual por sua vez estimula a fosfolipase C, induzindo a formação 

de IP3 e DAG, liberando Ca2+ citoplasmático ativando a PKC, a adenil-ciclase 

e a PKD. A angiotensina II também estimula a musculatura lisa vascular, 

através de vias de sinalização, como a fosfolipase C, fosfolipase A2 e 

fosfolipase D 68. 

 

1.6 Endotélio vascular 

 Durante muitos anos o endotélio vascular foi considerado apenas uma 

barreira física, passiva e inerte, entre o sangue o musculo liso vascular. 

Estudos recentes69-72 tem demonstrado outras funções importantes, sendo 

considerado um tecido ativo, dinâmico e com importantes propriedades como: 

regulação do tônus vascular através da liberação de fatores vasodilatadores ou 

vasoconstritores, permeabilidade microvascular, agregação plaquetária, 

adesão leucocitária, sinalização e angiogênese vascular e resposta 

inflamatória, por meio de componentes da circulação e controle do estresse 

oxidativo. 

  A regulação do tônus vascular acontece através da liberação de vários 

fatores vasodilatadores conforme mostrado na figura 3, que em condições 

fisiológicas, permanecem em equilíbrio.   
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Figura 3. As células endoteliais dependendo do estímulo recebido, liberam fatores que levam à 

contração ou relaxamento no músculo liso vascular. Fatores vasodilatadores {Óxido nítrico 

(NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) prostaciclina (PGI2)} produzidos pelo 

endotélio, que ao atuarem no músculo liso vascular (MLV) ocasionam na diminuição de Ca2+ 

intracelular levando a vasodilatação. Fatores vasoconstritores {endotelina-1 (ET-1) 

Angiotensina II (Angio II); prostaglandinas H2 (PGH2); tromboxano A2 (TXA2); peroxinitrito 

(OONO-); ânion superóxido (O2•−); e radical hidroxila (HO.)} também produzidos pelo 

endotélio, responsáveis pelo aumento de Ca2+ no citoplasma da célula do musculo liso vascular 

ocasionando na vasoconstrição72. 

 O desequilíbrio na produção dessas substâncias pelo endotélio, tem sido 

relacionado a várias doenças, tais como: isquemia, trombose, aterosclerose, 

hipertensão arterial, inflamação e crescimento tumoral. Sendo assim, a disfunção 

endotelial vascular compõe um importante fator fisiopatológico em muitas doenças73. 

Vale observar que entre as substâncias produzidas pelo endotélio, o NO, um gás de 

meia vida curta e altamente difusível por membranas celulares, sintetizado pelo óxido 

nítrico sintase, é considerado um potente modulador da função cardiovascular e 

apresenta importantíssima ação fisiológica. Em condições fisiológicas sua produção é 

estimulada através do estresse de cisalhamento conhecido também como shear 

stress71 e da estimulação de receptores de membrana por agonistas como acetilcolina, 

bradicinina, adenosina difosfato. Além de produzir vasodilatação, possui capacidade 

de inibir a agregação e adesão leucocitária e plaquetária à parede vascular74. 

 

Figura 4. Síntese, liberação e ação do NO e o papel da eNOS na sua produção. O óxido nítrico 

como o produto da reação de oxiredução da L-arginina quando liberado, difunde-se 

rapidamente da célula geradora para a as células endoteliais para a musculatura lisa do vaso 
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sanguíneo. Na célula muscular lisa, o NO ativa uma enzima catalítica, a guanilato ciclase 

solúvel (GCs) que por sua vez irá formar o monofosfato de guanosina cíclico (GMPc), a partir 

da quebra do trifosfato de guanosina (GTP). A formação do GMPc promove o acionamento da 

bomba de cálcio dentro da célula muscular lisa, diminuindo as concentrações de cálcio 

intracelular levando a diminuição do tônus vascular 75 modificada. 

 Entretanto, produções insuficientes de NO, podem estar relacionadas ao 

aumento de EROs, como ocorre no envelhecimento e em outras doenças, como na 

hipertensão arterial, afetando adversamente a capacidade física e a saúde em geral. 

  Dada à sua importância clínica, a disfunção endotelial é considerada como 

preditora de risco cardiovascular70,73,75. Conforme citado anteriormente5, as doenças 

cardiovasculares se destacam pela sua grande taxa de mortalidade e altos custo com 

internações. A ação benéfica do NO na regulação da PA, nas doenças 

tromboembólicas e nas dislipidemias está bem estabelecida75,76. 

 Conforme descrito na literatura, as enzimas responsáveis por catalisar a 

produção de NO a partir da L-arginina são as Óxido Nítrico Sintases (NOSs). As três 

isoformas da NOS são classificadas em dois grupos: NOS constitutiva (c-NOS) e a 

NOS induzível (iNOS). Sendo a isoforma constitutiva carece da interação com a 

calmodulina, que é dependente do aumento dos níveis de cálcio, para sua ativação. 

Há dois tipos de c-NOS, a NOS endotelial (eNOS) e a NOS neuronal (n-NOS) que são 

ativadas em condições fisiológicas. Em contrapartida, a iNOS é induzida por estímulos 

pró-inflamatórios, e sua ativação é independente da concentração intracelular do Ca2+ 

76-78. 
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Figura 5. Isoformas da Óxido Nítrico Sintase. Pode ser observado que as isoformas 

constitutivas são dependentes de Ca2+ e geradas a partir do processo fisiológico e que a 

isoforma induzível provocada por um processo patológico como por exemplo um processo 

inflamatório. 76-78  

 As NOSs, são enzimas responsáveis pela síntese de NO, molécula de 

sinalização biológica envolvida no controle cardiovascular, imunológica e do 

sistema nervoso79,80. A nNOS é produzida em maior quantidade em estado 

fisiológico do que a eNOS e iNOS. Isto se dá, principalmente a sua extensão N-

terminal com cerca de 300 aminoácidos contendo um domínio PDZ (domínio 

estrutural, com cerca de 80-90 aminoácidos, encontrado em proteínas 

sinalizadoras de bactérias, leveduras, plantas e animais.)81,82. A associação 

desta sequência N-terminal com outras proteínas neuronais determina o 

aumento de nNOS em terminações pós-sinápticas.   

 A proteína pós-sináptica PSD-95 se liga ao terminal C do tipo ionotrópico 

de N-metil-D-aspartato (NMDA) de receptores de glutamato (NMDARs) por 

meio de PDZ1 e a nNOS do PDZ2, compondo um complexo ternário em 

neurônios83,84. No entanto, a ativação da nNOS é aumentada após a 

estimulação fisiológica ou patológica de NMDARs, levando a síntese de NO84-

86. No cérebro, os NMDARs também se associam ao substrato de 220-kDa 

{Kidins220/ARMS (encontradas em células do sistema imunológico, os 

linfócitos B), interagindo com a quinase D87.  

 Além disso, foi demonstrado que a PKD1 ativa a nNOS fosforilando o 

resíduo ativador Ser1412, levando ao aumento da produção de NO, 

estabelecendo, assim, um novo papel da PKD na regulação da síntese do NO, 

conforme descrito acima, apresenta um importante papel na regulação da PA. 

1.7 Modelo Experimental para Estudo da Hipertensão Arterial: SHR 

A pesquisa básica, usando modelos experimentais, se aproximou mais 

da experimentação clínica de hipertensão arterial, após o desenvolvimento por 

Okamoto & Aoki (1963)88, de uma cepa de ratos wistar espontaneamente 

hipertensos (SHR), o qual é um modelo de hipertensão arterial crônica 

amplamente utilizado na avaliação da hipertensão essencial e com grandes 

similaridades em humanos. Essa semelhança se dá devido aos roedores 
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apresentarem respostas endócrinas e hemodinâmicas similares as dos 

humanos no desenvolvimento da hipertensão essencial. Os animais SHR 

apresentam um aumento gradual (tempo dependente) da pressão arterial, o 

que torna sua utilização mais vantajosa em relação aos outros modelos 

experimentais. O prejuízo da função cardíaca em longo prazo, é o responsável 

pelo aumento crônico da pressão arterial, levando ao surgimento da IC que 

pode ser observada nesses animais em idades mais avançadas. A elevação da 

pressão arterial no modelo SHR surge a partir da quinta semana de vida, sendo 

considerado hipertenso por volta da sétima semana. 88 

 

1.8 Fisiologia dos vasos sanguíneos 

A parede arterial é organizada em três camadas concêntricas 

conhecidas como túnicas: adventícia, média e íntima. A túnica íntima, camada 

mais interna de células que envolve o lúmen, é formada por camada elástica, 

composta por um arranjo linear e longitudinal de células endoteliais e 

membrana basal. A túnica média, tecido envolvido entre a lâmina elástica 

interna e a externa, combinado por células musculares lisas dispostas em 

forma circunferencial junto a matriz extracelular rica em colágeno, elastina e 

proteoglicanos. A túnica adventícia, localizada externamente à lâmina elástica, 

é composta de fibroblastos dispostos longitudinalmente, juntamente à matriz 

extracelular composta por colágeno, elastina, pequenos vasos e terminações 

nervosas. 

Segundo a Lei de Poiseuille, a resistência vascular periférica varia 

inversamente ao raio do vaso a quarta potência (R = 8ηL/πr4, onde η = 

viscosidade; L = comprimento; r = raio). Ou seja, pequenas alterações do 

diâmetro luminar, podem influenciar grandemente na resistência vascular 

periférica e, consequentemente, levar a uma modulação significativa da 

pressão arterial. Entretanto, alterações nos padrões dos vasos, como no 

remodelamento vascular, podem ocorrer devido a alterações na função 

(reatividade vascular), na distensibilidade (rigidez vascular) ou na estrutura 

vascular, o que compromete os parâmetros hemodinâmicos fisiológicos89-91. 

Entretanto, o remodelamento das artérias, ocorrem como consequência do 

aumento na pressão sanguínea para normalizar a tensão da parede na artéria. 

Ou seja, o aumento da pressão arterial na hipertensão é devido ao aumento na 
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razão diâmetro e a espessura da parede vascular (razão P/L) arterial. Pode ser 

observado também, um aumento na quantidade de substâncias neuro-

humorais capazes de elevar a pressão sanguínea, modificando a tensão da 

parede nas artérias. E para normalizar a tensão de parede em longo prazo, a 

pressão arterial elevada é mantida pelo aumento da razão P/L dos vasos92. 

O remodelamento arterial é considerado um processo complexo que 

pode envolver tanto um aumento (hipertrofia), diminuição (hipotrofia) e ou 

rearranjo (eutrofia) dos elementos da parede vascular a redução 

(remodelamento para dentro) ou o aumento (remodelamento para fora) do 

diâmetro do lúmen vascular 93.  
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Figura 6. A figura acima mostra a categorização de artérias em relação ao remodelamento 

arterial. (A) O remodelamento vascular pode modificar as secções transversais dos vasos 

sanguíneos, podendo ser hipertrófico (maior área da camada média; eutrófico (sem mudanças 

na área da camada média; ou hipotrófico (menor área da camada média. Essas formas de 

remodelamento podem ser interna (redução do diâmetro interno) ou externa (aumento do 

diâmetro interno). (B) Estrutura das camadas arteriais (adaptado de Carretero et al, 2005). 94 

 

1.9 Justificativa do Estudo 

 

Até o momento, já se conhece bem o papel regulatório e modulatório do 

SRAA e do sistema nervoso autônomo (SNA), sobre a função cardiovascular, e 

que os hormônios e neurotransmissores podem atuar nos vasos e coração, 

modulando diversas vias de sinalização intracelular. Muito embora as vias de 

sinalização das enzimas PKA e PKC sejam mais bem estudadas e conhecidas, 

a via de sinalização da PKD tem sido pouco estudada. A grande maioria dos 

estudos tem avaliado a função da PKD em cultura de células ou estudos 

bioquímicos, mas não em estudos funcionais. 

A isoforma PKD1 é cada vez mais reconhecida como um regulador 

chave de uma série complexa de processos fisiológicos fundamentais, 

incluindo: transdução de sinal, proliferação e diferenciação celular, transporte 
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através da membrana, secreção, expressão gênica, utilização de substrato, e 

regulação da contratilidade miocárdica. Entretanto, pouco se sabe sobre a 

atuação da PKD1 sobre a reatividade vascular e regulação de cardiomiócitos.  

Neste estudo, usaremos um modelo experimental animal, que mimetiza 

a hipertensão essencial em humanos, para que possamos averiguar a hipótese 

de que, a PKD seja um mediador dos efeitos do SRA e do SNA simpático sobre 

a reatividade vascular. Cardiomiócitos de coelhos e camundongos saudáveis, 

serão usados para avaliarmos a participação da via da PKD, sobre a regulação 

funcional cardíaca, mediada pela angiotensina II, aldosterona e agonista 

adrenérgico. 

 

2. OBJETIVOS 

Avaliar a sinalização intracelular da proteína kinase D (PKD) sobre: 

• A função de cardiomiócitos ventriculares isolados.  

• A reatividade vascular em vaso de condutância, na aorta torácica, 

de ratos Wistar e SHR, evidenciando o papel do endotélio 

vascular. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Estudo Funcional em Cardiomiócitos Ventriculares Isolados 

3.2 – Animais Parte I 

Todos os procedimentos com animais foram conduzidos em 

conformidade com as diretrizes do NIH para pesquisa em animais e aprovadas 

pelo Comitê Institucional de Cuidados e Uso de Animais da Universidade da 

Califórnia, em Davis (projeto de aprovaçao#19279). Os procedimentos de risco 

biológico foram realizados de acordo com uma Autorização de Uso Biológico 

aprovada pela UC Davis. 

3.3 – Isolamento de miócitos ventriculares de coelho 

Os miócitos ventriculares de coelho foram isolados conforme Bossuyt et 

al., 2011. Resumidamente, os miócitos foram isolados de coelhos brancos da 

Nova Zelândia machos adultos com 3-4 meses de idade, provenientes do 

laboratório internacional Charles River (Inc., MA, EUA). Aproximadamente 5-30 

minutos após a injeção de heparina, os coelhos foram submetidos a anestesia 

geral induzida por injeção intravenosa de Propofol 2mg/kg seguida de 

anestesia gasosa com 2-5% de isoflurano em oxigênio a 100% administrado 

via dispositivo supraglótico (V-gel®, Jorgensen Labs, CO, EUA). Após 

toracotomia, o coração foi exposto e rapidamente extirpado e lavado em meio 

essencial gelado mínimo isento de Ca2+ (contendo 135 mM de NaCl, 0,33 mM 

de NaH2PO4 • H2O, 5,31 mM de KCl, 1 mM de MgCl, 2 mM de C3H3O3 • Na, 10 

mM de HEPES , Na-HEPES 10 mM, glucose 5,5 mM, 0,04% de insulina, 0,5% 

de penicilina/ estreptomicina, pH 7,4). A aorta foi canulada e pendurada em um 

sistema de perfusão conhecido como Langendorff. Uma solução de lavagem 

(MEM com 4 U/mL de heparina) foi perfundida a uma taxa de 25-65 mL/min até 

que todo o sangue fosse removido do coração. Durante o processo de 

isolamento dos cardiomiócitos, o coração foi perfundido por uma solução 
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enzimática por um período aproximado de 20-26 minutos. A solução enzimática 

consiste em colagenase B (Roche Diagnostics Corporation, Indiana, EUA) e 

protease (Sigma). Os ventrículos foram removidos, cortados em pequenos 

pedaços e colocados em solução contendo 2% de BSA e 25 μM de CaCl2 em 

MEM. Os pedaços de ventrículo foram colocados em tubos e invertidos várias 

vezes até que o tecido do ventrículo fosse totalmente dissociado. Logo após, a 

mistura celular foi filtrada com malha de nylon de 240 micron. 

Os miócitos isolados foram plaqueados e inseridos em meio de cultura 

revestidos com laminina em meio suplementado com 0,1% de BSA, 

suplemento de meio líquido (ITS - Sigma), concentrado lipídico quimicamente 

definido (Thermo Fisher Scientific) e 1% penicilina-estreptomicina39,49. Miócitos 

não aderentes foram lavados após 1 hora e os miócitos foram expostos a 

adenovírus recombinante deficiente para replicação expressando PKD1-GFP 

(WT ou variante resistente à oxidação CM653/4VV) ou variantes DKAR, a uma 

multiplicidade de infecção 10-50 com cultura subsequente durante 15-28 horas. 

As variantes de DKAR utilizadas foram DKAR-núcleo, DKAR-citoplasma e 

DKAR-mitocôndria para atingirem o núcleo, citosol e mitocôndria, 

respectivamente39. A fluorescência da GFP (CFP/YFP para DKARs) indicou 

infecção e localização dos vetores. 

 

3.4 – Medidas de transferência de energia através da ressonância de 

fluorescência confocal e de fluorescência da sinalização de PKD - FRET 

A Transferência de Energia por Ressonância de Fluorescência (FRET) ocorre 

quando a energia do estado excitado de um doador (Proteína Ciano 

Fluorescente - CFP) é transferida a um fluoróforo aceptor (Proteína 

Fluorescente Amarela - YFP) resultando em sobreposição espectral entre a 

emissão do doador e a absorção do aceptor39. O experimento era realizado 

após um período superior de 15 horas para permitir a expressão do biosensor, 

os miócitos dos coelhoseram removidos da incubadora e o meio acrescido de 

solução de NT contendo 1,8 mM de CaCl2. As células eram tratadas com 100 

nM de angiotensina II ou aldosterona e as respostas celulares registradas.  
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3.5 – Medidas confocais de espaço-tempo da translocação PKD  

A translocação intracelular do tipo selvagem de PKD1 marcado com GFP (WT) 

ou do mutante resistente à oxidação CMVV (653/654) foi mensurada por microscopia 

confocal usando excitação de laser de argônio a 488 nm e fluorescência emitida (F) 

coletada > 505 nm. O software Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij/) foi utilizado para 

análise com a intensidade das regiões de interesse normalizadas para área (Fnuc e 

Fcito) 39,95.  

 

3.6 – Medida indireta da atividade da PKD por meio da técnica: FRET DKAR  

 Foram utilizados Repórteres Ativadores de Cinase D (DKARs) para medir a 

atividade da PKD em diferentes locais dos cardiomiócitos. Utilizou-se uma abordagem 

ratiométrica não destrutiva para medir as mudanças de transferência de energia por 

fluorescência dependente do tempo (FRET). Uma transferência de energia por 

ressonância de fluorescência, um fenômeno espectroscópico sensível a alterações na 

conformação, orientação e/ ou distância entre dois fluoróforos39,95.  

 As emissões de CFP e YFP foram medidas após a excitação do CFP). Para 

este estudo, as medidas FRET ratiométricas foram realizadas usando a função MATL 

do FV1000 Olympus confocal com excitação CFP usando a linha de laser de 440 nm e 

fluorescência emitida para CFP coletado em 460-500nm (FCFP) e para YFP em 520-

600nm (FYFP). As intensidades de fluorescências foram corrigidas para o background 

e as alterações de DKAR FRET em locais celulares específicos foram relatadas como 

FCFP / FYFP normalizadas para a razão inicial39,40. 

 

3.7 – Cardiomiócitos ventriculares de camundongos 

Os cardiomiócitos ventriculares foram isolados conforme descrito 

anteriormente51 a partir de corações de camundongos de linhagem C56BL6 e 

divididos em dois grupos, sendo eles: do tipo selvagem WT e PKD1 KO 

(knockout) cardíaco-específicos. Esses camundongos PKD1 foram adquiridos 

no biotério da UC DAVIS e criados de acordo com o procedimento descrito em 

Fielitz et al.19 Os camundongos receberam intraperitonealmente (ip) heparina 

(8000 unidades/kg de peso corporal) e logo após, foram colocados em câmaras 
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de isoflurano (3-5%) para induzir a anestesia, conforme procedimento aprovado 

pelo comitê de ética local (UCDavis).  

 Os camundongos foram subsequentemente colocados em decúbito 

dorsal num campo cirúrgico preparado enquanto a anestesia era mantida com 

isoflurano (1-3%). Após toracotomia, os corações foram extirpados, a aorta foi 

canulada para perfusão retrógrada através do Langendorff. Os corações foram 

perfundidos com solução de Tyrode isenta de Ca2+ gaseificada com 100% de 

oxigênio (4 min, 37 C), antes de mudar para uma solução enzimática contendo 

0,075 mg/ml de Liberase TM (Roche) e tripsina (0,0138%, Gibco). Uma vez que 

o coração ficou flácido, os ventrículos foram cortados e colocados em solução 

normal de Tyrode (NT) suplementada com soro bovino fetal. O tecido foi 

cortado em pedaços menores e logo após os miócitos foram filtrados através 

de uma malha de nylon. Miócitos isolados foram assentados por gravidade por 

5-10 min. Durante este processo os miócitos foram transferidos para três tubos 

falcons de 10 ml contendo solução de NT e com concentrações gradativas de 

cloreto de cálcio (CaCl2) 0,125 a 0,25 a 0,5 mM respectivamente. 

 

3.8 – Imagem confocal do transiente de cálcio e da contratilidade em miócitos de 

camundongos ventriculares intactos  

Os cardiomiócitos isolados foram deixados em repouso em solução 

normal de Tyrode (NT) contendo em mM: NaCl 140, KCl 4, MgCl 2 1, CaCl 2 

1,8, glucose 10, HEPES 5, pH 7,4; Os miócitos foram subsequentemente 

carregados com 5 μM Fluo-4 AM (Molecular Probes, Eugene, OR) em NT 

durante 10-20 min. Os miócitos foram colocados em placas de vidro (25x40-1) 

revestido com laminina (Life Technologies, diluída 1:1 com solução tampão 

contendo 10 mM de Tris, 1 mM de EGTA, pH 7,4). O indicador Fluo-4 foi 

excitado a 488 nm com fluorescência medida a > 500 nm usando um 

microscópio confocal BioRad (Bio-Rad Microradiance 2000)4. Para medir os 

níveis de Ca+2 no citosol e núcleo51, o plano confocal foi ajustado para o meio 

(eixo-z) dos núcleos, garantindo que apenas a fluorescência proveniente do 

nucleoplasma fosse coletada. Uma linha de varredura de 512 pixels foi 

posicionada para incluir o núcleo e digitalizada a cada 2 ms. As linhas de 
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varredura consecutivas foram empilhadas ao longo do tempo e visualizadas 

como uma imagem 2D. Os miócitos foram estimulados eletricamente a 0,5 Hz, 

30 volts, duração de pulso de 2 ms usando um par de eletrodos de platina. 

Depois, as células foram incubadas a 100 nM de angiotensina (5 minutos), 100 

nM aldosterona (5 minutos) ou 100 nM de isoproterenol (1 minuto) de acordo 

com os grupos para aquisição dos dados. Logo após a incubação, foi 

selecionado uma linha, que passava medialmente pelo núcleo e citoplasma da 

célula de forma simultânea para registro dos dados. Os parâmetros de 

transientes de Ca2+ foram relatados como razão de intensidade de 

fluorescência (F/F0), onde F0 é a fluorescência em repouso da célula e F 

quando excitada pelo lazer. Amplitude, Tempo de Pico (TTP), tempo de 

decaimento de 50% (TD50) de transientes de Ca2+ foram obtidos a partir dos 

traçados registrados. A contratilidade foi mensurada pelo mesmo confocal 

através do sistema de detecção de bordas analisados pelo software de 

processamento de imagem disponível gratuitamente, o Image J. A análise inclui 

parâmetros gerais de imagem e parâmetros individuais96-98. 

3.9 Estudo da Função Vascular 

  

3.9.1 Animais Experimentais  

 

 Para a realização desta pesquisa foram utilizados no total 40 animais 

machos, sendo 20 ratos wistar (Rattus novergicus albinus) e 20 wistar 

espontaneamente hipertensos (SHR), com três meses de idade, provenientes 

do Biotério do Programa de Pós-Graduação em Ciências Fisiológicas da 

Universidade Federal do Espírito Santo (CCS – UFES). Os ratos SHR são 

caracterizados como modelo de hipertensão arterial crônica determinada 

geneticamente (OKAMOTO; AOKI, 1963)88. Sendo amplamente utilizados para 

investigações sobre os efeitos da hipertensão devido às semelhanças da 

hipertensão arterial humana essencial primária. Os animais foram mantidos no 

biotério de origem sob as seguintes condições: gaiolas de polipropileno com 

tampas de arame cromado forradas com maravalha de Pinus esterilizada, 

temperatura ambiente (24 ± 2°C), umidade controlada (55 ± 5%), ciclos de 

iluminação de 12 horas e livre acesso a água e a ração e mantidos em gaiolas 

coletivas. O uso e cuidado dos animais experimentais, estão de acordo com os 
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princípios éticos da pesquisa com animais. Todos os experimentos foram 

conduzidos em concordância com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a 

Utilização de Animais para Fins Científicos e Didáticos (CONCEA-MCT, 2013). 

Todos os protocolos experimentais foram encaminhados para avaliação do 

Comitê de Ética em Experimentação e Uso de Animais da Universidade 

Federal do Espírito Santo (CEUA-UFES).  

 

3.9.2 Pletismografia de Cauda 

 

A Pressão Arterial Sistólica (PAS) foi aferida indiretamente pelo método 

de pletismografia de cauda (IITC Life Science– 23924 Victory Blvd, Woodland 

Hills, CA). Os animais foram submetidos a um período de aclimatação de 3 

dias, com intuito de diminuir o estresse e consequentemente amenizar as 

possíveis interferências ambientais durante o momento de obtenção dos 

registros pressóricos. No dia do registro os animais foram colocados em um 

contentor cilíndrico de acrílico onde permaneceram por 5 a 15 min. A cauda 

dos animais era conectada ao manguito inflável dotado de sensor de fluxo que 

por sua vez estava conectado ao amplificador e este ao computador, para 

obtenção dos dados pressóricos. Os cilindros com os ratos eram colocados no 

interior de um aparato que promovia um ambiente escuro e aquecido a 33 °C, a 

fim de promover dilatação da artéria caudal permitindo a aferição da PAS. A 

média aritmética de três ou mais medidas foi utilizada. As pulsações arteriais 

foram registradas em um sistema de aquisição de dados computadorizados 

(AcqKnowledge® MP100, Biopac Systems, Inc. Santa Bárbara, CA, USA).  

 

3.9.3 Reatividade vascular em anéis de aorta torácica  

 

 Os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50 mg/kg/ip; 

Dopalen®, Sespo Indústria e Comércio Ltda - Divisão Vetbrands, Jacareí, São 

Paulo, Brasil) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Indústria 

e Comércio Ltda - Divisão Vetbrands, Jacareí, São Paulo, Brasil). Após os 

animais serem devidamente anestesiados e eutanasiados, eles foram 

submetidos à toracotomia mediana, onde as artérias torácica descendente 



46 

 

forma rapidamente e cuidadosamente removidas e imersas em uma placa de 

Petri, contendo solução de Krebs-modificado, composta por (em mM): NaCl 

127; KCl 4,7; CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; 

Glicose 11; EDTA 0,01. Após a retirada do tecido conectivo e adiposo, a aorta 

torácica foi dividida em seguimentos cilíndricos de aproximadamente 4 mm de 

comprimento. Cada anel foi colocado em cubas contendo aproximadamente 5 

ml de solução de Krebs-Henseleit previamente aquecida a 36 ± 0,5 ºC, e 

gaseificada com mistura carbogênica, mantendo o pH estável em 7,4. Por esse 

anel, dois fios de aço inoxidável, em forma de triângulos eram passados 

através do lúmen dos segmentos, ficando paralelos na luz do vaso. Um fio foi 

fixado à parede do banho e o outro conectado verticalmente a um transdutor de 

tensão isométrica. Assim, qualquer alteração na tensão do vaso era mensurada 

por meio de um transdutor de força, conectado a um sistema de aquisição de 

dados (MP 100 Biopac Systems, Inc; CA) e este a um computador. Após a 

montagem, os anéis aórticos foram submetidos a uma tensão de repouso de 1 

± 0,1g, reajustada, quando necessário, durante 40 minutos de estabilização. 

Após o período de estabilização, era adicionado ao banho um volume de 125 μl 

de KCl 75 mM, para avaliar a atividade contrátil do músculo liso vascular. 

Quando os anéis atingiam o dobro da força basal (2 g), lavava-se por três 

vezes com solução de Krebs-Henseleit até retornar a tensão basal (1 g). Após 

30 minutos de estabilização, era adicionado novamente ao banho 125 μl de KCl 

75 mM, para avaliar a contração máxima do músculo liso vascular, 

aguardando-se 30 minutos para estabilização. Em seguida, os segmentos eram 

novamente lavados por três vezes para atingir a tensão basal, e com mais 30 

minutos de estabilização, submetidos à avaliação da integridade funcional do 

endotélio. Para comprovar a integridade endotelial, as artérias eram pré-

contraídas com uma concentração de fenilefrina (FE) 10-7 M, ou, quando 

necessário, adicionado soluções mais concentradas até atingir de 60 a 70% da 

contração do KCl produzida pela solução de Krebs-Henseleit com KCl 75 mM, 

posteriormente, o relaxamento vascular era obtido por exposição a 10-5 M de 

acetilcolina (ACh). Foram utilizadas nesse estudo as artérias com relaxamento 

superior a 80 % da contração induzida pela FE quando os anéis tinham 

endotélio preservado e de somente 20% de relaxamento, quando os endotélios 

foram removidos.  
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Figura 7. (A) Aorta torácica imersa em uma placa de Petri contendo solução de Krebs e tecido 

conectivo e adiposo; (B) Após a retirado dos tecidos e sendo dividida em segmentos cilíndricos 

de aproximadamente 4 mm (Angeli, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema ilustrativo da preparação dos anéis de aorta para a avalição da 

reatividade vascular (in vitro). Em A temos o amplificador utilizado para aumentar um sinal 

elétrico recebido; B - sistema Biopac para análise de dados flexível e eficiente na área da 
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pesquisa; C – computador, aonde são armazenado os dados; D - anel de aorta limpo de tecido 

conectivo e adiposo com aproximadamente 4mm; E - cuba contendo mistura carbogênica (5% 

de CO2 e 95% O2), solução de Krebs modificada conforme descrito acima, haste metálica para 

tencionar  a artéria e na letra F, transdutor de força utilizado para medir a tensão exercida no 

tecido (Modificado de Nunes, 2014)100. 

 

 

 

 

Figura 9. Esquema com registro de curvas, representando o teste da viabilidade do 

músculo liso vascular com KCl e avaliação da integridade funcional do endotélio. Avaliação da 

viabilidade do músculo liso vascular com KCl: A) Período de estabilização inicial (45 min 

permanecendo na tensão de 1 ± 0,1 gramas); B) Adição de 125 μl de KCl a uma concentração 

de 75 mM no banho; C) Lavagem dos anéis por 3 vezes com solução Krebs-Henseleit; D) 

Período de estabilização (30 min); E) Adição de 125 μl de KCl a uma concentração de 75 mM 

no banho; F) Platô da contração induzida pelo KCl (75 mM); G) Lavagem dos anéis com 

solução Krebs-Henseleit; H) Período de estabilização (30 min). Avaliação da integridade 

funcional do endotélio: I) Pré-contração com fenilefrina (Fe) 10-7 M; J) Platô da contração 

induzida pela Fe; L) Adição de acetilcolina (ACh) 10-5 M. O tempo foi registrado em minutos, 

eixo horizontal (intervalo de 80 min) e a força em gramas (g), eixo vertical. (Dias, 2007)101. 

 

Já para avaliar a resposta independente do endotélio vascular, os anéis 

eram submetidos à remoção mecânica desta camada com o auxílio de uma 

haste de aço inoxidável, que cuidadosamente inserida na luz do vaso e 

friccionada à sua íntima em uma única direção por dez vezes com uma força 



49 

 

pequena aplicada sobre a falange distal por uma distância de 

aproximadamente 2 cm. 

 

 

 

 

 

 

3.9.4 Protocolos experimentais 

 

3.9.5 Resposta vasodilatadora dependente e independente do endotélio  

  

Para análise da função vasodilatadora dependente do endotélio foi 

avaliado o relaxamento induzido pela acetilcolina (10-5 M). Os anéis de aorta 

com endotélio foram previamente contraídos com fenilefrina 10-7 M até atingir 

de 60 a 80% da contração do KCl. Já para análise independente do 

endotélio, foi permitida uma contração máxima de 20% da contração do KCl. 

 

3.9.6 Resposta vasoconstritora à fenilefrina 

 

Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução 

nutridora do banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse 

normalizada. Após 30 minutos de estabilização foi realizada a curva 

concentração-resposta à fenilefrina (10−10 a 3x10−4 M) de maneira cumulativa - 

com a finalidade de avaliar a capacidade do endotélio em modular a resposta 

constritora à fenilefrina, um agonista seletivo do receptor adrenérgico alfa 1. 

Foram utilizados nos protocolos experimentais anéis de aorta com endotélio 

íntegro e sem endotélio (E−).  

Todos os protocolos de reatividade vascular, a partir deste momento, 

foram realizados da seguinte forma: após o teste de viabilidade da aorta e dos 

30 minutos de estabilização, foram feitas curvas com doses cumulativas de 

fenilefrina.  

 Com a finalidade de estudar a participação da PKD1 sobre a reatividade 

vascular, os anéis de aorta foram incubados previamente com CID - Inibidor 
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seletivo e especifico da PKD1; utilizando a concentração de 3,2 μM (IC50) para 

inibição da PKD1, e em associação com diferentes compostos de acordo com a 

via a ser estudada. Entre eles, o L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil éster 0665; 

100mg; C7H15N5O4·HCl) na concentração de 100 μM - um inibidor não-seletivo 

da enzima óxido nítrico sintase (NOS), o composto 1400W - um potente inibidor 

e altamente seletivo da iNOS na concentração de 1 μM e N ω cloridrato-propil-

L-arginina, a uma concentração de 0,5 μM (10 vezes o IC50), (N5-

[Imino(propylamino)methyl]-L-ornithine hydrochloride, Inibidor altamente 

seletivo e potente da nNOS (Ki = 57 nM) apresentando seletividade 3158 vezes 

e 149 vezes maior que sobre a iNOS and eNOS respectivamente, Kakok et al 

2001; Zhang et al 1997). Todos esses fármacos foram adquiridos do laboratório 

TOCRIS a biotechne brand ®. 

 

3.9.7 Modulação da reatividade vascular induzida pela angiotensina II 

 

 Após a avaliação da integridade funcional do endotélio, a solução 

nutridora do banho foi trocada três vezes para que a tensão basal fosse 

normalizada. Após 30 minutos de estabilização foi realizada a curva 

concentração-resposta à angiotensina II (1158; 5 mg; C50H71N13O12; TOCRIS a 

biotechne brand ®) a uma concentração de 10-5 a 10-10 M. Sendo utilizado os 

mesmos fármacos descritos anteriormente na curva de fenilefrina. 

 

 

4. Análise estatística 

Os resultados estão expressos como média  erro padrão da média 

(EPM). As respostas contráteis à fenilefrina e ao KCl foram expressas em 

gramas de contração (g). As análises estatísticas desses dados foram 

realizadas por teste t, pareado e/ou não pareado, com análise de variância 

(ANOVA), uma via, para medidas repetidas ou completamente randomizada, 

seguida pelo teste post-hoc de Tukey. Valores de p<0,05 serão considerados 

estatisticamente significativos. Foi utilizado o software Image J 

(http://rsb.info.nih.gov/ij/) para análises com a intensidade das regiões de 

interesse normalizadas para área.  
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5. Resultados 

 

5.1 Sinalização da via PKD1 no núcleo, citoplasma, mitocôndria em 

cardiomiócitos ventriculares de coelhos. 

 

Na figura 10, podemos observar os resultados da avaliação radiométrica, 

em tempo real, da atividade da PKD1 no núcleo, citoplasma e mitocôndria dos 

cardiomiócitos após utilização da angiotensina II, aldosterona e salina para o 

grupo controle. Pode-se perceber que os repórteres ativadores de quinase D 

(DKARs) no núcleo, apresentaram valores mais elevados ao tratamento feito 

pela aldosterona, ao passo que quando, analisamos o citoplasma e a 

mitocôndria, foi observada atuação da angiotensina II de forma mais 

significativa. 

 

 

 

 

 

5.2 Avaliação do transiente de cálcio em miócitos ventriculares de 

camundongos de linhagem C56BL6 em condição basal, em células PKD 

WT vs PKD KO.   

 Os resultados apresentados na figura 11, demonstram a análise de 

quantificação do cálcio nuclear (linha vermelha) e citosólico (linha preta) dos 

miócitos. Essas mensurações (registro original em verde, painel superior) onde 

temos a célula do animal controle PKD WT e do animal PKD KO. Pode ser 

visto, o local de passagem do laser (citosol e núcleo) marcadas em branco, 

onde são feitas devidas mensurações. As células se encontram em situação 

basal, sendo estimuladas eletricamente a uma frequência de 0,5 Hz, 30 volts, 

Figura 10. Medida, em tempo real, da atividade da PKD1 no núcleo, citoplasma e mitocôndria 
dos cardiomiócitos. Foi utilizado como forma de tratamento agudo: angiotensina II, aldosterona e 
salina, *p <0,05 versus controle.  
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duração de pulso de 2 ms usando um par de eletrodos de platina. Durante as 

análises, não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos PKD 

WT vs PKD KO, em relação ao cálcio total e nem em relação aos grupos com e 

sem tratamento. Os parâmetros avaliados foram: amplitude da cálcio, TTP 

(tempo para o pico, ms) e CaTD50 (tempo de decaimento em 50 % do pico, 

ms). 

 

Traçados representativos da avaliação do transiente de cálcio nos 

cardiomiócitos isolados 
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Figura 11. Mensuração simultânea do cálcio no cardiomiócito entre o núcleo (linha vermelha) e o 

citosol (linha preta) em situação basal e avaliação do transiente de cálcio nos parâmetros: 

Amplitude do transiente de cálcio, TTP (tempo para o pico, ms) e CaTD50 (tempo de decaimento 

em 50 % do pico, ms) para os camundongos PKD WT (wildtype) e PKD KO (knockout para PKD1). 
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5.3 Avaliação do transiente de cálcio em miócitos ventriculares de 

camundongos de linhagem C56BL6 com e sem a utilização da 

angiotensina II em células PKD WT vs PKD KO. 

 

Na figura 12, podemos observar a mensuração do cálcio nuclear e 

citosólico dos cardiomiócitos, com e sem adição da angiotensina II. Em relação 

a amplitude do transiente de cálcio, podemos notar que existe aumento do 

cálcio citosólico total em comparação ao cálcio nuclear total (p<0,0001). 

Entretanto, quando comparamos os grupos com e sem tratamento, verificamos 

que os dados não apresentam diferença. Isso pode ser visto também, quando 

comparamos os animais PKD WT Vs PKD KO. 

  Em relação a TTP, podemos observar, um aumento do cálcio citosólico 

total em comparação ao cálcio nuclear total (p=0,0288). Foi observado 

também, um aumento a resposta a angiotensina II nas células dos animais 

PKD WT quando comparado as células sem tratamento (p=0,0049) no citosol. 

Ao passo que quando comparado as células do animal PKD KO com e sem 

tratamento a angiotensina II não foram observadas alterações no citosol. Já 

quando comparados os grupos PKD WT vs PKD KO com e sem o tratamento 

da angiotensina II, foi observado um aumento significativo nas células do grupo 

PKD KO (p=0,0034) no citosol. Em relação ao núcleo, esses parâmetros não 

apresentaram diferenças estatísticas conforme pode ser visto na figura citada.  

 

No CaTD50, foi observado aumento no cálcio nuclear total (p=0,0007) 

quando comparado ao cálcio citosólico total. Sendo as outras comparações 

PKD WT vs PKD KO, com e sem o tratamento a angiotensina II não 

apresentaram relevâncias significativas. 
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Traçados representativos da avaliação do transiente de cálcio nos 

cardiomiócitos isolados 
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Figura 12. Avaliação do transiente de cálcio antes (Controle) e após incubação com 
Angiotensina II registrados no núcleo e citosol dos cardiomiócitos isolados, com a membrana 
celular intacta e estimulados com eletrodos de platina a uma frequência de 0,5 Hz. Avaliação 
da amplitude do transiente de cálcio, TTP e CaTD50, nos grupos WT (Wistar), KO (Knockout 
para PKD1). Comparação entre o citosol e o núcleo dos cardiomiócitos ventriculares de 
camundongos. ns (diferença não significante),  teste t de Student, As análises estatísticas 
estão indicadas nas figuras. 
 

Citosol Núcleo 

*antes e após Angiotensina II P=0,0049 
### diferença entre Núcleo e o Citosol P=0,0289 
$ comparação entre WT e KO P=0,0034 
 

### diferença entre Núcleo e o Citosol P=0,0007 

Citosol Núcleo 



56 

 

5.4 Avaliação do Transiente de Cálcio em miócitos ventriculares de 

camundongos de linhagem C56BL6 com e sem a utilização da 

aldosterona em células PKD WT vs PKD KO. 

 A figura 13, representa a mensuração do cálcio nuclear com o citosólico 

dos cardiomiócitos com e sem adição da aldosterona comparando-os aos 

animais PKD WT vs PKD KO. Em relação a Amplitude, foi observado um 

aumento do cálcio citosólico total em comparação ao cálcio nuclear total 

(p<0,0157). Não foram observadas alterações entre os grupos PKD WT vs PKD 

KO em relação ao núcleo e citoplasma e ao tratamento nas células com vs sem 

a adição de aldosterona. Em relação a TTP, pode ser observado, um aumento 

do cálcio citosólico em comparação ao cálcio nuclear (p=0,0021) total. Já em 

relação as alterações entre os grupos PKD WT vs PKD KO e a relação ao 

núcleo e citoplasma em respostas ao tratamento das células com vs sem a 

adição de aldosterona não foi observado diferenças estatísticas.   

 

 No CaTD50, pode ser observado aumento no cálcio nuclear total 

(p=0,0037) quando comparado ao cálcio citosólico total. Quando comparado a 

atuação do fármaco nas células de mesmo grupo, tanto WT quanto KO, os 

resultados não foram significantes. Já quando comparados os grupos PKD WT 

vs PKD KO no citosol, podemos identificar uma diminuição do efeito da 

aldosterona nas células dos animais PKD KO e uma significância de p=0,0025. 

Sendo observado esse mesmo efeito quando comparado esses grupos no 

núcleo (p=0,0025). Entretanto quando feita as análises entre os mesmos 

grupos no núcleo, não foram observadas diferenças. 
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Traçados representativos da avaliação do transiente de cálcio nos 

cardiomiócitos isolados 
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Figura 13. Avaliação do transiente de cálcio antes (Controle) e após incubação com 

Aldosterona registrados no núcleo e citosol dos cardiomiócitos isolados, com a membrana 
celular intacta e estimulados com eletrodos de platina a uma frequência de 0,5 Hz. Avaliação 
da amplitude do transiente de cálcio, TTP e CaTD50, nos grupos WT (Wistar), KO (Knockout 
para PKD1). Comparação entre o citosol e o núcleo dos cardiomiócitos ventriculares de 
camundongos. ns (diferença não significante), teste t de Student, As análises estatísticas 
estão indicadas nas figuras. 
 
 

Citosol Núcleo 

*Efeito da Aldosterona 
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5.5 Avaliação do Percentual de encurtamento em cardiomiócitos PKD WT 

vs PKD KO e do retículo através do uso de cafeína. 

 

   Na figura 14 abaixo, podemos avaliar o percentual de encurtamento dos 

miócitos ventriculares de camundongos de linhagem C56BL6, com e sem a 

adição de agentes farmacológicos como: angiotensina II, aldosterona, 

isoprotrenol e cafeína. 

Foram analisadas 25 células de animais PKD WT vs 15 células de animais PKD 

KO. Podemos verificar que não houve diferenças entre os grupos. Já em B, foi 

feita a adição da aldosterona para avaliação do percentual de encurtamento dos 

miócitos. Foram utilizadas 7 células de animais PKD WT vs 7 células de animais 

PKD KO, não apresentando diferenças entre os grupos. Na letra C, foi 

adicionado as células cardíacas angiotensina II. A avaliação do percentual de 

encurtamento dos miócitos não apresentou diferenças estatísticas. Foram 

utilizadas 8 células de animais PKD WT vs 8 células de animais PKD KO. Na 

letra D foi adicionado o isoproterenol, fármaco utilizado como estimulador do 

sistema beta adrenérgico. Foi utilizado 8 células de animais PKD WT vs 7 

células de animais PKD KO.  

  Não foram identificadas diferenças entre os grupos. Já na letra E, com 

intuito de avaliar a atuação do retículo sarcoplasmático, foi utilizado a cafeína, 

que tem como função, fazer a abertura do retículo para que o cálcio saia de 

forma integral. Foram utilizadas 12 células de animais PKD WT vs 22 células de 

animais PKD KO. Não foram encontradas diferenças entre os grupos. 
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Figura 14. Percentual de encurtamento PKD WT vs PKD KO total. 

A) Sem tratamento; B) Aldosterona; C) Angiotensina II; D) 

Estímulo Beta-adrenérgico com isoproterenol e E) Cafeína para 

avaliação da extrusão do cálcio do retículo sarcoplasmático (RS)  
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5.6 Dados gerais dos animais Wistar vs SHR 

Na Tabela 1 estão demonstrados os valores de pressão arterial sistólica 

(PAS), frequência cardíaca (FC) e peso corporal (PC) dos animais Wistar e 

SHR. O peso corporal foi menor no grupo SHR. A pressão arterial sistólica, 

medida usando o pletismógrafo de cauda, foi maior no grupo SHR. A 

frequência cardíaca não apresentou diferença estatisticamente significante 

entre os grupos.  

 

    Tabela 1. Características gerais. 

 Grupos  

Variáveis               Wistar (WT)                                   SHR 

PC g                 309,3 ± 4,9 256,8 ± 4,5* 

PAS mmHg  125,8 ± 1,2 204,8 ± 4,0* 

FC (bpm)                327,8 ± 6,4 
 

              356,7 ± 17,1 

Dados expressos como média ± desvio-padrão. PC: peso corporal; PAS: pressão arterial 
sistólica; FC: frequência cardíaca: grupo Wistar (WT) e grupo Hipertenso (SHR); Teste “t” de 
Student para amostras independentes. * p<0,05 WT vs SHR. 

 

 

5.7 Reatividade a fenilefrina em anéis isolados de aorta em animais 

normotensos versus SHR na presença e ausência do bloqueador da PKD 

(CID).  

 

 Durante os experimentos realizados podemos observar que a fenilefrina 

aumentou a resposta contrátil, de maneira concentração-dependente, nos 

anéis isolados de aorta de todos os grupos estudados. Na figura 15, foi 

observado que a resposta contrátil em doses crescentes de fenilefrina não 

foram modificadas quando a PKD foi inibida com o CID. No grupo SHR, 

podemos identificar uma redução significativa da resposta contrátil no grupo 

incubado com CID quando comparado ao grupo CT (Fenilefrina 10-3,5 M; CT = 

116,6 ± 13,5 vs CID 60 ± 14,6 %, p<0,01). Estes dados sugerem a participação 

da via da PKD, na resposta contrátil induzida pela fenilefrina, no grupo SHR. 
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Figura 15. Atuação da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva concentração 

resposta à fenilefrina nos grupos Wistar e SHR. Os dados são expressos como média ± SEM.  

ANOVA one way, post hoc Tukey (**p<0,01). Os números de anéis de aorta estão indicados 

entre parênteses. 

 

Na figura de número 16, podemos observar que a remoção mecânica do 

endotélio vascular, proporcionou um aumento da responsividade a fenilefrina 

em relação aos anéis com endotélio nos grupos Wistar (Fenilefrina 10-4,5 M; CT 

= 78,8 ± 11,9 vs CID 60 ± 14,6 %, p<0,01) e SHR (Fenilefrina 10-3,5 M; CT = 

116,5 ± 13,5 % vs E- CT 212,0 ± 34,2 % p<0,01). No entanto, a inibição da 

PKD, com CID, não modificou esta resposta no grupo Wistar. Já nos animais 

SHR, podemos observar que a inibição da via da PKD foi capaz de reduzir o 

aumento da contração induzida pela fenilefrina, tanto na presença quanto na 

ausência do endotélio vascular (Fenilefrina 10-3,5 M; CID = 60,0 ± 14,5 % vs E- 

CID 144,6,0 ± 9,5 %, p<0,01).  Estes dados demonstram que, no grupo SHR, a 

via da PKD, modula a resposta a fenilefrina, na presença e na ausência do 

endotélio vascular. Diferente do que ocorreu com o grupo Wistar, onde a 

inibição da via da PKD, não modificou a resposta a fenilefrina, mesmo após a 

retirada do endotélio vascular. 
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Figura 16. Atuação da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva concentração 

resposta à fenilefrina e modulação endotelial. Ausência do endotélio (E−).  Os dados são 

expressos como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01). Os 

números de anéis de aorta estão indicados entre parênteses. 

 

Para avaliar a participação do NO na modulação da resposta contrátil à 

fenilefrina, incubamos os anéis de aorta com L-NAME (100 μM), um inibidor 

não seletivo da NOS, por 30 minutos, conforme mostrado na figura 17. A 

incubação com L-NAME aumentou a resposta contrátil à fenilefrina em apenas 

no grupo Wistar. A inibição da PKD reduziu o aumento na resposta contrátil a 

fenilefrina na presença e de L-NAME sugerindo que na ausência de NO, a via 

da PKD participa do aumento da contração a fenilefrina.  

 No grupo SHR, podemos verificar que a incubação L-NAME + CID, 

quando comparada com a incubação CID, promoveu aumento da resposta 

constritora (Fenilefrina 10-3,5 M; L-NAME + CID= 116,3 ± 13,9 % vs CID 60,0 ± 

14,5 %, p<0,01). No entanto, quando comparado os grupos CT Vs LN, essa 

resposta não apresentou diferença. Estes resultados sugerem que, no grupo 

SHR, a menor contração a fenilefrina induzida pela inibição da PKD, é 

dependente da via da NOS. 
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Figura 17. Efeitos da inibição da PKD e da via do NO sobre a reatividade vascular na curva de 

contração de fenilefrina em anéis de aortas utilizando CID e L-NAME.  Os dados são expressos 

como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01). Os números de 

anéis de aorta estão indicados entre parênteses. 

 

Na figura 18, utilizamos um inibidor seletivo da nNOS (Nω cloridrato-

propil-L-arginina 1200) para avaliarmos a modulação da resposta contrátil à 

fenilefrina nos anéis isolados de aorta. Com o intuito de identificar qual a via da 

NOS que influencia a resposta da PKD, foi feita a incubação no banho com 

100μM de inibidor da nNOS, na presença e na ausência de CID.  No grupo 

Wistar, a inibição da nNOS foi capaz de aumentar a resposta contrátil a 

fenilefrina quando comparada ao grupo CT. A inibição da PKD, usando CID, 

não modificou essa resposta. No grupo SHR, a inibição da nNOS não 

modificou a resposta contrátil a fenilefrina. Entretanto, quando a via da PKD foi 

inibida, com CID, a resposta contrátil a fenilefrina foi amplificada, tornando-se 

semelhante a resposta observada no grupo controle. Estes resultados sugerem 

que, no grupo SHR, a queda da contração a fenilefrina induzida pela inibição 

da PKD, depende da via da nNOS. 
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Figura 18. Atuação da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva 

concentração resposta à fenilefrina e modulação endotelial utilizando o inibidor nNOS. 

Os dados são expressos em (*p<0,05 e **p<0,01) Os números de anéis de aorta estão 

indicados entre parênteses. 

 

A figura 19, demonstra os resultados das curvas de contração a 

fenilefrina antes e após a remoção do endotélio vascular. A remoção do 

endotélio vascular, proporcionou um aumento da responsividade a fenilefrina 

quando comparada ao grupo com endotélio em ambos os grupos (Wistar - 

Fenilefrina 10-3,5 M; I nNOS + CID = 118,6 ± 17,4 vs E- I nNOS + CID 146,3 ± 

7,1 %, p<0,01) (SHR - Fenilefrina 10-3,5 M; I nNOS = 140,5 ± 15,47 vs E- I 

nNOS  203,2 ± 10,3 %, p<0,01); (SHR - Fenilefrina 10-3,5 M; I nNOS + CID = 

135,0 ± 12,9 vs E- I nNOS + CID  240,1 ± 24,1 %, p<0,05). 

No grupo SHR, a inibição da nNOS não modificou a resposta contrátil a 

fenilefrina, na presença do endotélio. Entretanto, a retirado do endotélio 

vascular, elevou a resposta contrátil a fenilefrina, tanto na presença quanto a 

ausência da inibição da PKD. Estes dados sugerem que a resposta contrátil a 

fenilefrina, via PKD, não parece ser modificada pela via da nNOS. 
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Figura 19. Atuação da PKD sobre a reatividade vascular em aortas. Curva concentração 

resposta à fenilefrina e modulação endotelial utilizando o inibidor nNOS, sem endotélio (E−) e 

com endotélio preservado (E+). Os dados são expressos em (**p<0,01) Os números de anéis 

de aorta estão indicados entre parênteses. 

 

 Na figura 20, foi utilizado um inibidor seletivo da iNOS, composto 1400W, 

para avaliarmos sua participação na via da PKD sobre a resposta contrátil à 

fenilefrina nos anéis de aorta torácica. No grupo Wistar, a inibição da iNOS, 

aumentou a vasoconstricção apenas nas doses mais altas de fenilefrina 

(Fenilefrina 10-3,5 M; CT = 74,2 ± 30,6 vs I iNOS 100,0 ± 6,2 %, p<0,05). Nos 

anéis de aorta dos animais SHR, a inibição da iNOS, modificou a contração a 

fenilefrina nos grupos controle e CID. Estes resultados sugerem que a via de 

produção de NO, ativada pela enzima iNOS, não parece influenciar a 

modulação contrátil, via PKD, durante a contração induzida pela fenilefrina. 
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Figura 20. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta. Curva 

concentração resposta à fenilefrina e modulação endotelial utilizando o inibidor especifico da 

iNOS, composto 1400 W (I iNOS) na presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os dados 

são expressos como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01,). 

Os números de anéis de aorta estão indicado entre parênteses. 

 

Na figura 21, estão apresentados os resultados da avaliação da 

participação do endotélio vascular sobre a inibição seletiva da iNOS, usando o 

composto 1400W. Estes experimentos visaram entender o papel do endotélio 

sobre a participação na via da PKD na resposta contrátil à fenilefrina nos anéis 

de aorta torácica. No grupo Wistar, como esperado, a retirado do endotélio 

vascular, aumentou a contração a fenilefrina. Entretanto, na ausência do 

endotélio vascular, não houve diferença na contração induzida pela fenilefrina, 

quando a PKD foi inibida.  Estes dados sugerem que a modulação da PKD, via 

enzima iNOS, sobre a resposta contrátil a fenilefrina, depende da presença do 

endotélio. Este fato é diferente do que ocorreu com o grupo SHR. A remoção 

do endotélio vascular no grupo SHR, aumentou a resposta contrátil a 

fenilefrina, na presença e ausência de CID, inibidor da PKD (Fenilefrina 10-3,5 

M; I iNOS = 120,6 ± 7,9 vs E- I iNOS 254,6 ± 15,9 %, p<0,01; Fenilefrina 10-3,5 

M; I iNOS + CID = 77,0 ± 7,4 vs E- I iNOS + CID 205,0 ± 4,9 %, p<0,01 ). Do 

mesmo modo, a inibição da PKD, foi capaz de diminuir a resposta máxima de 

contração a fenilefrina. Estes dados sugerem que participação modulatória da 

PKD, sobre a contração a fenilefrina, ocorre mesmo na ausência do endotélio 

vascular e da inibição da enzima iNOS.  

-1 2 -1 0 -8 -6 -4 -2

0

5 0

1 0 0

1 5 0

F e n ile fr in a  lo g  [M ]

C
o

n
t
r
a

ç
ã

o
 (

%
 K

C
l 

7
5

 m
M

)

I  iN O S  (6 )

I  iN O S  +  C ID  (6 )

C T  (7 )

C ID  (5 )

W is ta r

*

-1 2 -1 0 -8 -6 -4 -2

0

5 0

1 0 0

1 5 0

F e n ile fr in a  lo g  [M ]

C
o

n
tr

a
ç

ã
o

 (
%

 K
C

l 
7

5
 m

M
)

I  iN O S  (6 )

I  iN O S  +  C ID  (5 )

C T  (1 1 )

C ID  (1 0 )

S H R

**
**



68 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21.  Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta com 

e sem (E-) endotélio vascular. Curva concentração resposta à fenilefrina e modulação 

endotelial utilizando o inibidor especifico da iNOS, composto 1400 W (I iNOS) na presença e 

ausência do inibidor da PKD (CID).  Os dados são expressos como média ± SEM.  ANOVA one 

way, post hoc Tukey (*p<0,05 e ** p<0,01,). Os números de anéis de aorta estão indicados 

entre parênteses. 

 

5.8 Reatividade vascular em anéis isolados de aorta em animais 

normotensos e SHR, com e sem a atuação do bloqueador da PKD (CID): 

Curva concentração resposta à angiotensina II. 

 

Estes experimentos foram realizados com o intuito de investigar se a 

enzima PKD modula a regulação vascular pela angiotensina II, em ratos 

normotensos e hipertensos. A resposta contrátil frente a concentrações 

crescentes de angiotensina II, foi representada como % da contração ao KCl 75 

mM. Podemos observar que a angiotensina II induziu resposta contrátil, de 

maneira concentração-dependente, nos anéis isolados de aorta de todos os 

grupos estudados. 

Conforme demonstrado na Figura 22, no grupo Wistar, a resposta 

contrátil a angiotensina II foi menor durante a incubação com CID (angiotensina 

II 10-5,5 M; CT = 43,1 ± 4,9 vs CID 29,6 ± 4,7%, p<0,05), enquanto no grupo 

SHR, a inibição da PKD, não modificou a resposta contrátil a angiotensina II.  
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Figura 22. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta. Curva 

concentração resposta à Angiotensina II na presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os 

dados são expressos como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05). Os 

números de anéis de aorta estão indicados entre parênteses 

 

Na figura 23, estão representados os resultados da avaliação da 

participação do endotélio vascular, sobre a curva de contração a angiotensina II 

e a via da PKD, nos anéis isolados de aorta. No grupo Wistar, a retirada do 

endotélio vascular, não modificou   a contração a angiotensina II. Entretanto, 

quando a via da PKD foi inibida, a retirada do endotélio vascular, induziu um 

aumento na resposta contrátil a angiotensina II (angiotensina II 10-5,5 M; CID = 

29,6 ± 4,7 vs E- CID 84,4 ± 14,4%, p<0,01). Esses dados sugerem que a via da 

PKD, parece modular, a contração induzida pela angiotensina II, por uma via 

dependente da integridade do endotélio vascular, em animais normotensos. No 

grupo SHR, a retirada do endotélio vascular, aumentou a contração a 

angiotensina II, tanto na presença quanto na ausência da inibição da via da 

PKD (angiotensina II 10-5,5 M; E- CT = 137,0 ± 13,0 vs E- CID 89,9 ± 3,3%, 

p<0,01; (angiotensina II 10-5,5 M; CT = 23,1 ± 3,5 vs E- CT 137,0 ± 13,0%, 

p<0,01); (angiotensina II 10-5,5 M; CID = 18,6 ± 5,6 vs E- CID 89,9 ± 3,3%, 

p<0,01). Esses dados sugerem um papel modulatório da via da PKD, 

dependente do endotélio, sobre a contração induzida pela angiotensina II no 

grupo hipertenso. 
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Figura 23. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na 

presença e ausência do endotélio vascular (E-). Curva concentração resposta à Angiotensina II 

na presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os dados são expressos como média ± 

SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0.01). Os números de anéis de aorta 

estão indicados entre parênteses. 

 

A participação do NO na modulação da resposta contrátil à angiotensina 

II, foi realizada com incubação do L-NAME, um inibidor não seletivo da NOS, 

durante 30 minutos, conforme mostrado na figura 24. A incubação com L-

NAME aumentou a resposta contrátil à angiotensina II em todos os grupos 

incubados conforme esperado. Podemos observar que tanto no grupo Wistar 

(angiotensina II 10-5,5 M; CT = 43,3 ± 5,0 vs LN 96,7 ± 9,6%, p<0,01; 

angiotensina II 10-5,5 M; CID = 30,8 ± 5,4 vs LN+CID 93,5 ± 8,8%, p<0,01) 

quanto no grupo SHR (angiotensina II 10-5,5 M; CT = 23,5 ± 3,8 vs LN 67,6 ± 

6,2%, p<0,01; CID = 20,1 ± 6,2 vs LN+CID 72,2 ± 8,6%, p<0,01), a incubação 

com L-NAME aumentou as respostas contráteis induzida pela angiotensina II 

na presença de CID.  
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Figura 24. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na 

presença e ausência da inibição da síntese de NO, pelo L-NAME (LN). Curva concentração 

resposta à Angiotensina II na presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os dados são 

expressos como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0.01). Os 

números de anéis de aorta estão indicados entre parênteses. 

 

Na figura 25, utilizamos um inibidor seletivo da nNOS para avaliarmos 

esta via sobre a modulação da resposta contrátil à angiotensina II em anéis 

condutância. Foi realizada incubação no banho com 100 μM nNOS (grupo I 

nNOS), associado ou não ao CID. Esses grupos foram comparados entre eles 

e também com o grupo sem tratamento aqui chamado de CT.  No grupo Wistar 

podemos verificar que a inibição da nNOS, não modificou a resposta contrátil 

da angiotensina II, na presença e na ausência de CID, no entanto, houve uma 

diminuição pontual na concentração mais elevada 10-5,5 M (CT = 43,1 ± 4,9 vs 

InNOS 28,0 ± 3,3%, p<0,01), quando comparamos comparado ao grupo 

controle. Nos animais do grupo SHR, a inibição da nNOS elevou a resposta 

contrátil a angiotensina II (angiotensina II 10-5,5 M; CT = 23,1 ± 3,5 vs I nNOS 

68,0 ± 9,9%, p<0,05; CID = 18,6 ± 5,6 vs I nNOS + CID 42,1 ± 8,8%, p<0,05). A 

inibição da via da PKD, reduziu o aumento da resposta contrátil a angiotensina 

II, durante a inibição da nNOS (I nNOS = 68,0 ± 9,9 vs I nNOS + CID 42,1 ± 

8,8%, p<0,01). Estes dados sugerem que, no grupo hipertenso, a via de 

síntese de NO, dependente da enzima nNOS, participa da resposta contrátil 

induzida pela angiotensina II.   
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Figura 25. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na 

presença e ausência da inibição da síntese de NO, pelo inibidor da nNOS (I nNOS). Curva 

concentração resposta à Angiotensina II na presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os 

dados são expressos como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; 

**p<0,01). Os números de anéis de aorta estão indicados entre parênteses. 

 

Na figura 26, estão representados os resultados de reatividade para 

avaliar a participação da produção de NO, via enzima iNOS, por meio do uso 

do composto 1400W, inibidor seletivo da iNOS. No grupo Wistar, a inibição da 

iNOS, aumentou a resposta contrátil a angiotensina II quando a enzima PKD foi 

inibida, com o CID (angiotensina II 10-5,5 M; CID = 29,6 ± 4,7 vs I iNOS+CID 

57,4 ± 10,7%, p<0,05). No grupo SHR, podemos verificar que a contratilidade 

dependente de angiotensina II foi maior na presença do inibidor da iNOS, tanto 

na presença quanto na ausência da PKD (angiotensina II 10-5,5 M; CT = 23,1 ± 

3,5 vs I iNOS 49,3 ± 9,0%, p<0,01; CID = 18,6 ± 5,6 vs I iNOS+CID 57,4 ± 

10,7%, p<0,01). Estes dados sugerem que, no grupo SHR, a produção de NO, 

depende da enzima iNOS. A inibição da enzima PKD, não modificou esta 

resposta. 
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Figura 26. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na 

presença e ausência da inibição da síntese de NO, pelo inibidor da iNOS (I iNOS). Curva 

concentração resposta à Angiotensina II na presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os 

dados são expressos como média ± SEM.  ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; 

**p<0,01). Os números de anéis de aorta estão indicados entre parênteses. 

 

No gráfico 27, investigamos a participação do endotélio vascular sobre a 

participação da via da PKD e a modulação da via da iNOS, sobre a resposta 

contrátil da angiotensina II. No grupo Wistar, conforme esperado, a remoção do 

endotélio vascular, elevou a responsividade a angiotensina II quando 

comparada ao grupo com endotélio (angiotensina II 10-5,5 M; I iNOS = 49,3 ± 

9,0 vs E- I iNOS 196,9 ± 40,5%, p<0,01; I Inos + CID = 57,4 ± 10,7 vs E- I Inos 

+ CID 242,6 ± 44,0%, p<0,01), que não foi modificada pela inibição da PKD. No 

grupo SHR, a retirada do endotélio elevou a resposta contrátil a Angiontensina 

II (I iNOS = 21,3 ± 6,6 vs E- I iNOS 87,5 ± 16%, p<0,05; I Inos +CID = 40,4 ± 

7,7 vs E- I Inos + CID 64,7 ± 4,4%, p<0,05), porém esta resposta não foi 

modificada pela PKD.  
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Figura 27. Participação da PKD sobre a reatividade vascular em anéis isolados de aorta, na 

presença e ausência da inibição da síntese de NO, pelo inibidor da iNOS (I iNOS), na presença 

e na ausência do endotélio vascular (E-). Curva concentração resposta à Angiotensina II na 

presença e ausência do inibidor da PKD (CID).  Os dados são expressos como média ± SEM.  

ANOVA one way, post hoc Tukey (*p<0,05; **p<0,01). Os números de anéis de aorta estão 

indicados entre parênteses. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1 Papel da modulação da sinalização da PKD sobre a função de 

cardiomiócitos ventriculares 

Neste estudo avaliamos as respostas da atividade da PKD em diferentes 

regiões do cardiomiócito (núcleo, citoplasma e mitocôndria) na tentativa de 

esclarecer novas vias e contribuir para futuras descobertas terapêuticas. 

Durante os experimentos utilizamos, angiotensina II (100 nM), aldosterona (100 

nM) e isoproterenol (100 nM). Os resultados obtidos da análise do núcleo 

celular, demonstram que a mudança de transferência de energia por 

fluorescência (FRET) em relação ao tempo, foi maior com a utilização da 

aldosterona, quando comparado ao grupo controle e a angiotensina II. Estes 

resultados nos sugerem que, a aldosterona possui uma relação espaço 

temporal de ativação da PKD maior no núcleo do que no citosol. Bossuyt et al 

(2011), mostraram de maneira clara, que a ativação espaço temporal da PKD 

através da fenilefrina, apresentou maior e mais rápida FRET no núcleo, quando 

comparado com a endotelina 1, que por sua vez, apresentou maior ativação no 

sarcolema. Esses fármacos, possuem vias distintas que divergem na ativação 

espaço-temporal de PKD e CaMKII, entretanto, convergem na ativação da 

exportação nuclear de HDAC5 e regulação da transcrição.  

No presente estudo, é possível sugerir que a aldosterona atua 

diretamente na PKD nuclear juntamente com as HDACs. As HDACs funcionam 

como importantes reguladores no remodelamento cardíaco através da 

associação com o fator de transcrição do fator potenciador do miócito-2 

(MEF2)130. Já no citosol do cardiomiócito e na mitocôndria, a transferência de 

energia por fluorescência em relação ao tempo (FRET), foi maior com a 

utilização da angiotensina II, quando comparado aos grupos tratados com 

aldosterona e salina. A angiotensina II, se liga a proteína G estimulatória (Gs), 

que acarreta ativação da adenilato ciclase e, posteriormente estimula a 

produção de DAG e IP3, que se encontram ligados a proteína quinase C (PKC), 

e consequentemente, desencadeia alterações no ciclo Ca+2 intracelular. No 

presente estudo demonstramos que essa via depende da ativação da PKD.  
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Entretanto, na mitocôndria cardíaca, a participação da angiotensina II, 

tem sido mais relacionada com o metabolismo celular. Pesquisadores 

identificaram uma via de ativação da PKD pelas EROs mitocondrial, que levou 

à indução de genes antioxidantes através da ativação do NFκB131. Esses 

resultados são importantes, pois permitem esclarecer a via de atuação da 

angiotensina II e da aldosterona sobre a regulação funcional dos cardiomiócitos 

ventriculares, para que futuras terapias atuem de forma precisa e eficiente 

nesses locais. 

 

6.2 Reatividade vascular estudada em anéis de aorta torácica de ratos 

Wistar e SHR: papel da modulação da sinalização da PKD 

Até o momento, o papel da via de sinalização da PKD como reguladora 

da reatividade vascular tem sido pouco estudado. Até onde conhecemos, este 

é o primeiro estudo funcional que avalia a participação da PKD sobre a 

reatividade vascular de animais normotensos e também hipertensos. No 

entanto, já foi demonstrado, em células isoladas, que a PKD pode ser ativada 

por vários estímulos, incluindo angiotensina II, agonista α-adrenérgicos, 

trombina e fatores de crescimento celular102-104,19. 

A hipótese do presente estudo foi que a enzima PKD participa da via de 

sinalização intracelular no sistema cardiovascular, modulando a ação de 

mediadores sobre a contração nos músculos liso e cardíaco. Para responder a 

estas perguntas, estudamos os efeitos da PKD sobre a estimulação de vias de 

contração do músculo cardíaco e sobre a reatividade vascular, em condições 

fisiológicas e também na hipertensão arterial. 

 A reatividade vascular foi estudada em vaso de condutância, anéis 

isolados da aorta torácica, de ratos Wistar e SHR jovens, evidenciando o papel 

modular do endotélio vascular sobre as respostas mediadas pela via da PKD.  

Os principais achados desse estudo serão divididos nos resultados da 

avaliação da reatividade vascular sobre a ativação de receptor α-adrenérgico e 

sobre a ativação mediada pela angiotensina II: 
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6.3 Reatividade vascular durante ativação de receptor α-

adrenérgico. 

Para mimetizar a ativação do receptor α-adrenérgico vascular, os anéis 

isolados da aorta foram incubados com concentrações crescentes de 

fenilefrina. No grupo Wistar, a resposta contrátil a fenilefrina não foi modificada 

quando a PKD foi inibida com o CID tanto na presença quanto na ausência do 

endotélio vascular. Entretanto, quando a síntese de NO foi bloqueada, usando 

L-NAME, a resposta contrátil a fenilefrina, foi reduzida na presença de CID, 

sugerindo um possível papel modulador da PKD sobre a contração.  Nossa 

hipótese, é que a via da PKD poderia estar estimulando uma via 

vasoconstrictora, ou mesmo, inibindo uma via de relaxamento, que seria 

equilibrada pela produção de NO endotelial ou muscular. 

 Nossa interpretação desses primeiros resultados para o grupo Wistar é 

que, na ausência do NO (presença de L-NAME), a inibição da PKD teria 

deixado de ativar a uma via constrictora, o que explicaria a redução ainda 

maior da contração a fenilefrina. Por outro lado, seria possível também que a 

ativação de receptores α-adrenérgicos, a via da PKD, inibiria um fator de 

relaxamento, que não o NO, contribuindo para diminuir a contração a 

fenilefrina. De fato, já é comprovado que a ativação de receptores α vasculares, 

é capaz de induzir contração, por uma via dependente de aumento de IP3 e 

DAG, o qual é capaz de ativar a PKD. O IP3 atua interagindo com seus 

receptores na membrana do retículo sarcoplasmático estimulando a liberação 

de Ca2+ intracelular. O DAG atua ativando a PKC, que por sua vez, aumenta a 

concentração de Ca2+, a sensibilidade das proteínas contráteis ao Ca2+ e 

fosforilação da cadeia leve da miosina (MLC), culminando em contração do 

músculo liso vascular. Nossos resultados mostram que, essa via de modulação 

da contração PKD-dependente, parece ser contrabalanceada pela produção de 

NO, o que mantém o equilíbrio no mecanismo de contração vascular via 

ativação de receptores α adrenérgicos. Para verificar se a produção de NO 

seria decorrente da ativação de uma ou mais isoformas da NOS, fizemos os 

bloqueios específicos das enzimas nNOS e iNOS, na presença e ausência da 

PKD e do endotélio vascular.  
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Nossos resultados funcionais mostraram que, muito embora, a inibição 

da nNOS tenha sido capaz de aumentar a resposta contrátil a fenilefrina, a 

inibição da PKD, não modificou essa resposta, sugerindo que essa não seria 

uma via importante como fonte de ativação para a produção de NO, modulada 

pela PKD. Para confirmar essa hipótese, teremos que medir a expressão 

proteica, a atividade dessa enzima e a produção de NO durante o bloqueio da 

PKD, na presença e ausência do inibidor da iNOS. 

  Em seguida, avaliamos a participação da iNOS nessa resposta. A 

inibição seletiva e específica da iNOS, aumentou a vasoconstricção apenas 

nas doses mais altas de fenilefrina (entre 10-4 e 10-3,5 M). Entretanto, a inibição 

da PKD, impediu esse aumento. Estes resultados sugerem que a via de 

produção de NO, ativada pela enzima iNOS, não parece influenciar a 

modulação contrátil em concentrações menores de fenilefrina, porém, 

concentrações mais altas parecem sim depender da via da PKD.  A próxima 

pergunta visou entender o papel da iNOS endotelial sobre a participação na via 

da PKD na resposta contrátil à fenilefrina nos anéis de aorta torácica.  No grupo 

Wistar, como esperado, a retirado do endotélio vascular, aumentou a contração 

a fenilefrina. Entretanto, na ausência do endotélio vascular, não houve 

diferença na contração induzida pela fenilefrina, quando a PKD foi inibida.  

Estes dados sugerem uma modulação da PKD, via enzima iNOS endotelial. 

No grupo SHR, a via da PKD, modulou a resposta à fenilefrina, na 

presença e na ausência do endotélio vascular. Diferente do que ocorreu com o 

grupo Wistar, onde a inibição da via da PKD, não modificou a resposta a 

fenilefrina, mesmo após a retirada do endotélio vascular. A incubação dos anéis 

de aorta com L-NAME + CID, promoveu aumento da resposta constritora, 

quando comparada com a incubação CID. No entanto, quando comparado os 

grupos CT Vs LN, essa resposta não apresentou diferença. Estes resultados 

sugerem que, no grupo SHR, a redução na contração a fenilefrina, induzida 

pela inibição da PKD, é dependente da via da NOS.  

No grupo SHR, a contração a fenilefrina não foi modificada pela inibição 

dupla da nNOS e da via da PKD.  Este resultado sugere, a participação da via 

da nNOS, sobre a resposta mediada pela PKD. Já no grupo SHR, a queda da 
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contração a fenilefrina induzida pela inibição da PKD, depende da via da 

nNOS.  Considerando que a inibição da nNOS promoveu o mesmo resultado 

na via da PKD, nos vasos com e sem endotélio, podemos sugerir, que a origem 

da nNOS possa ser proveniente tanto do endotélio quanto do músculo liso 

vascular. Entretanto, para confirmar essa hipótese, teremos que medir a 

expressão proteica, a atividade dessa enzima e a produção de NO durante o 

bloqueio da PKD, na presença e ausência do inibidor da nNOS em estudos 

futuros. 

A inibição da iNOS, não modificou a contração a fenilefrina nos grupos 

controle e CID. Estes resultados sugerem que a via de produção de NO, 

ativada pela enzima iNOS, não parece influenciar a modulação contrátil, via 

PKD, durante a contração induzida pela fenilefrina no grupo SHR.  

Quando analisamos a participação da iNOS nesta resposta, vimos que, 

a remoção do endotélio vascular no grupo SHR, aumentou a resposta contrátil 

a fenilefrina, na presença e ausência de CID, inibidor da PKD. Do mesmo 

modo, a inibição da PKD, foi capaz de diminuir a resposta máxima de 

contração a fenilefrina. Estes dados sugerem que participação modulatória da 

PKD, sobre a contração a fenilefrina, ocorre mesmo na ausência do endotélio 

vascular e da inibição da enzima iNOS. 

Animais SHR podem preservar e até mesmo reduzir a reatividade 

vascular, tanto na presença quanto na ausência do endotélio vascular105,106. 

Entretanto, a disfunção endotelial é uma característica importante da 

hipertensão arterial, inclusive no modelo SHR.  

Os estudos demonstram que a disfunção endotelial em SHR, é causada 

pela inativação oxidativa do NO107. Outro fator agravante é a maior produção 

de ânions superóxido vascular dos animais do grupo SHR. Zalba e col 

(2001)108 demonstraram um aumento na atividade da NADH/NADPH oxidase 

na aorta de SHR e redução do relaxamento dependente do NO. Entretanto, 

Grunfeld e col (1995)109 demonstraram que em vasos de SHR, a produção de 

NO não é afetada e pode até mesmo estar aumentada. Neste caso, o NO não 

é capaz de estimular quantidades suficientes de cGMP e manter uma 

vasodilatação dependente de NO. Muito embora já existam muitos estudos 
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nesta área, os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da hipertensão do SHR 

ainda não estão totalmente esclarecidos. Alguns estudos têm descrito que a 

angiotensina II tem um importante papel na hipertensão nestes ratos, o que 

explica o fato de que, durante o uso de inibidores de ECA, ocorre redução da 

pressão arterial, o que é traduzida em uma redução dos índices de 

mortalidade110,111.  

No presente estudo, nós avaliamos a participação das diferentes 

isoformas da NOS (iNOS, eNOS e nNOS), usando bloqueadores dessas 

enzimas. Para avaliar a participação da iNOS, os anéis de aorta foram pré-

incubados com o inibidor específico e seletivo, composto 1400W.  A inibição 

seletiva da nNOS foi realizada no nosso estudo, usando o inibidor altamente 

específico e seletivo (N5-[Imino(propylamino)methyl]-L-ornithine hydrochloride, 

(Ki = 57 nM). Este inibidor apresenta seletividade 3158 vezes e 149-vezes 

maior sobre a nNOS do que sobre a iNOS and eNOS, respectivamente). 

Os estudos em vasos têm descrito aumento na expressão da eNOS e da 

iNOS nos SHR em relação aos ratos Wistar112-114. O que tem sido mostrado é 

que, muito embora a eNOS esteja aumentada nos vasos, aparentemente ela 

não está acoplada e ativa, uma vez que ao tratar SHR com BH4, um co-fator 

da NOS, observa-se uma maior resposta mediada pelo NO, com redução na 

pressão arterial115.  Além do mais, tem sido descrito que a atividade normal da 

eNOS na aorta de ratos SHR e seu grupo controle, mesmo que a expressão 

proteica dessa enzima esteja aumentada na aorta de animais SHR comparado 

ao grupo controle116,117,113.  

Um aspecto importante a se analisar, é que, a hipertensão arterial tem 

sido associada a um número menor de cavéolas no endotélio vascular. Potje et 

al., (2019)118 demonstraram que a disfunção das cavéolas no endotélio 

vascular, promove o desacoplamento de eNOS em vasos de ratos 

normotensos e hipertensos. As cavéolas são invaginações da membrana 

plasmática, enriquecidas com colesterol e esfingolipídios, contendo proteínas 

caveolina (Cav-1) em sua estrutura, onde ocorre a síntese de NO devido à alta 

concentração de eNOS.  

Sanchez-Ruiloba et al, (2014)119 demonstraram que a PKD1 interage 

com o nNOS e fosforila a Ser1412 melhorando desta maneira a atividade 

nNOS e a produção de NO. Este foi um importante indicador do papel crucial 



81 

 

da PKD1 na regulação da ativação da nNOS e síntese de NO, um mediador 

envolvido na sinalização fisiológica.  

Assim, os resultados apresentados neste estudo, corroboram o fato de 

que animais SHR apresentem disfunção endotelial e que a PKD participa deste 

processo.  Nossos resultados indicam que os animais SHR possuem um efeito 

reduzido do fator de relaxamento derivado do endotélio vascular, o que pode 

ser devido a uma menor liberação de NO ou maior liberação de fator de 

contração liberado pelo endotélio. 

 As PKDs são expressas em várias células e tecidos e participam de vias 

de sinalização intracelular para regular processos, incluindo a sobrevivência 

celular, proliferação, motilidade celular, transporte através de membranas e 

resposta imune120,121,15. As PKDs 1 e 2 são expressas em células endoteliais e 

evidências recentes indicam que a ativação da PKD é necessária para 

respostas biológicas ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF ou 

VEGF-A) em células endoteliais importantes para angiogênese121,15. Pouco se 

sabe sobre o papel da PKD3 na sinalização de células endoteliais, mas até o 

momento os trabalhos tem sugerido que ela seja expressa em níveis baixos 

nessas células e não desempenhe nenhum papel significativo na migração 

endotelial120. 

Aicart-Ramos et al., 2014122, demostraram que a PKD fosforila a eNOS, 

levando à sua ativação e a um aumento concomitante da síntese de NO 

endotelial.  Já em 1993, Brock e colaboradores relataram que a vasodilatação 

induzida pelo  Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF), nas células 

endoteliais, era dependente da atividade eNOS, uma vez que a pré-incubação 

com inibidores da eNOS, como o L-NMMA, bloqueava o relaxamento das 

artérias coronárias induzidas por VEGF. Como o VEGF ativa as isoformas da 

PKD nas células endoteliais, nós realizamos os experimentos para verificar se 

a PKD poderia usar a eNOS como substrato direto no endotélio gerando NO. O 

NO gerado pela eNOS estimula a síntese de guanosina monofosfato cíclico 

(cGMP) pela guanilato ciclase solúvel que, por sua vez, leva ao relaxamento do 

músculo liso vascular123. 
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6.4 Reatividade Vascular a Angiotensina II. 

Neste estudo, avaliamos a modulação vascular da contração a 

angiotensina II, via PKD. Já é bem conhecida a ação da angiotensina II sobre a 

função vascular como: induzindo a expressão de COX-2124,125, aumentando a 

produção de espécies reativas do oxigênio (Wolf, 2000)126, reduzindo a 

biodisponibilidade do NO e consequentemente disfunção endotelial127.  

Os resultados deste trabalho demonstraram que a angiotensina II 

induziu uma resposta contrátil, de maneira concentração-dependente, nos 

anéis isolados de aorta nos animais normotensos e hipertensos. No grupo 

Wistar, a resposta contrátil a angiotensina II foi menor durante a incubação com 

CID, enquanto no grupo SHR, a inibição da PKD, não modificou a resposta 

contrátil a angiotensina II.  Em seguida, avaliamos a participação do endotélio 

vascular nesta resposta. No grupo Wistar, a retirada do endotélio vascular, não 

modificou   a contração a angiotensina II.  Esta resposta poderia ser explicada 

pelas ações consideradas antagônicas da angiotensina II sobre o músculo liso 

vascular. A angiotensina II pode agir se ligando a diferentes receptores de 

membrana. 

 Entre os importantes receptores vasculares, estão os receptores tipo 1 

(AT1) que também são amplamente distribuídos por todos os órgãos e os 

receptores para angiotensina tipo 2 (AT2). A ação da angiotensina II sobre os 

receptores AT1 pode ser descrita sucintamente por causar vasoconstrição e 

aumentar da proliferação e o crescimento celular.  Os receptores AT2 

antagonizam os efeitos dos receptores AT1, promovendo relaxamento do 

músculo liso vascular. 

 Entretanto, quando a via da PKD foi inibida, a retirada do endotélio 

vascular, induziu um aumento na resposta contrátil a angiotensina II. Esses 

dados sugerem que a via da PKD, parece modular, a contração induzida pela 

angiotensina II, por uma via dependente da integridade do endotélio vascular, 

em animais normotensos. No entanto, no grupo SHR, a retirada do endotélio 

vascular, aumentou a contração à angiotensina II, tanto na presença quanto na 

ausência da inibição da via da PKD. 
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Nossos resultados sugerem um papel modulatório da via da PKD, 

dependente do endotélio, sobre a contração induzida pela angiotensina II no 

grupo hipertenso. 

Considerando que a angiotensina II também pode modular a via da 

NOS, tanto endotelial quanto muscular, neste trabalho, nós inibimos a via da 

NOS com L-NAME e também com os inibidores seletivos da iNOS e nNOS. A 

incubação dos anéis de aorta com L-NAME aumentou a resposta contrátil à 

angiotensina II em todos os grupos incubados. Podemos observar que tanto no 

grupo Wistar quanto no grupo SHR, que a incubação com CID não modificou a 

resposta contrátil induzida pela angiotensina II na presença de L-NAME. 

No grupo Wistar podemos verificar que a inibição da nNOS, não 

modificou a resposta contrátil da angiotensina II, na presença e na ausência de 

CID, no entanto, houve uma diminuição pontual na concentração mais elevada 

10-5,5 M, quando comparado ao grupo controle. Nos animais do grupo SHR, a 

inibição da nNOS elevou a resposta contrátil a angiotensina II. A inibição da via 

da PKD, reduziu o aumento da resposta contrátil a angiotensina II, durante a 

inibição da nNOS. Estes dados sugerem que, no grupo hipertenso, a via de 

síntese de NO, dependente da enzima nNOS, participa da resposta contrátil 

induzida pela angiotensina II.   

No grupo Wistar, a inibição da iNOS, aumentou a resposta contrátil a 

angiotensina II quando a enzima PKD foi inibida, com o CID. No grupo SHR, 

podemos verificar que a contratilidade dependente de angiotensina II foi maior 

na presença do inibidor da iNOS, tanto na presença quanto na ausência da 

PKD. Estes dados sugerem que, no grupo SHR, a produção de NO, depende 

da enzima iNOS. A inibição da enzima PKD, não modificou esta resposta. 

investigamos a participação do endotélio vascular sobre a participação da via 

da PKD e a modulação da via da iNOS, sobre a resposta contrátil da 

angiotensina II. No grupo Wistar, conforme esperado, a remoção do endotélio 

vascular, elevou a responsividade a angiotensina II quando comparada ao 

grupo com endotélio, que não foi modificada pela inibição da PKD. No grupo 

SHR, a retirada do endotélio elevou a resposta contrátil a angiontensina II, 

porem esta resposta não foi modificada pela PKD. 
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O mecanismo de ação da angiotensina II via AT2, difere no mecanismo 

induzido via  receptor AT1, onde a cascata de sinalização desencadeada via o 

AT2 é capaz de ativar a Protein serine/threonine Phosphatase 2A (PP2A), que 

direciona o sinal para o controle da atividade de canais para K+ e Ca2+ 66. Por 

esta via, ocorre regulação negativa da ativação da cascata Mitogen Activated 

Protein Kinase (MAP Cinase) desencadeada pela ativação do AT167 e da 

fosfolipase citosólica A2 (cPLA2)128. Os receptores AT2 são encontrados em 

maior quantidade na aorta e coronária. Seus efeitos fisiológicos são 

antagônicos aos do AT1 e incluem diversas ações, como vasodilatação através 

da liberação de óxido nítrico e bradicinina. 

A ação da angiotensina II sobre o receptor AT1 ocorre por vias mediadas 

por proteínas G, a qual por sua vez estimula a fosfolipase C, induzindo a 

formação de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), liberando Ca2+ 

citoplasmático ativando proteína quinase-C (PKC), a adenil-ciclase e a PKD. O 

mecanismo de ação da Ang II via receptor 1 de angiotensina (AT1R), ocorre 

através de sua ligação com AT1R associado à proteína G, a qual por sua vez 

estimula a fosfolipase C beta, induzindo trifosfato de inositol e diacilglicerol 

(DAG), liberando Ca2+ citoplasmático ativando proteína quinase-C (PKC) e 

adenil-ciclase. A Ang II também estimula a musculatura vascular lisa através 

vias de sinalização, como a fosfolipase C, fosfolipase A2 e fosfolipase D129.  

Os dados do presente estudo, podem ser corroborados pelos estudos 

em cultura de células de músculo liso vascular. Abedi et al., (1998)102, 

relataram que Angiotensina II estimula a ativação de PKD em célula muscular 

lisa de coelho.  Tan et al. (2004)103 mostraram, usando cultura de célula 

muscular de aorta de rato, que a Angiotensina II induz a ativação da PKD via 

receptor AT1. 

No presente estudo, demonstramos que no grupo Wistar, a resposta 

contrátil a angiotensina II foi menor durante a incubação com CID, diferente do 

que ocorreu no grupo SHR, onde a inibição da PKD, não modificou a resposta 

contrátil a angiotensina II. A retirada do endotélio vascular, aumentou a 

contração a Angiotensina II, tanto na presença quanto na ausência da inibição 

da via da PKD. Esses dados sugerem um papel modulatório da via da PKD, 

dependente do endotélio, sobre a contração induzida pela Angiotensina II no 

grupo hipertenso. Tanto no grupo Wistar quanto no grupo SHR, a incubação 
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com CID não modificou a resposta contrátil induzida pela angiotensina II na 

presença de L-NAME, sugerindo que a PKD influencia a via endotelial de 

produção de NO, via NOS. 

Para verificar qual das isoenzimas da NOS estaria envolvida nesta 

resposta, os anéis de aorta foram co-encubados com inibidores específicos e 

seletivos da iNOS e nNOS. A inibição da nNOS elevou a resposta contrátil a 

angiotensina II. A inibição da via da PKD, reduziu o aumento da resposta 

contrátil a Angiotensina II, durante a inibição da nNOS. Estes dados sugerem 

que, no grupo hipertenso, a via de síntese de NO, dependente da enzima 

nNOS, participa da resposta contrátil induzida pela angiotensina II. Por outro 

lado, a contração dependente de angiotensina II foi maior na presença do 

inibidor da iNOS, tanto na presença quanto na ausência da PKD. Estes dados 

sugerem que, no grupo SHR, a produção de NO, depende da enzima iNOS. A 

inibição da enzima PKD, não modificou esta resposta. A retirada do endotélio 

elevou a resposta contrátil a Angiontensina II, porém esta resposta não foi 

modificada pela PKD. 

 

6.5 Resumo dos principais achados do estudo da reatividade vascular  

 

6.5.1 Resposta via Receptor alfa 

Grupo Wistar 

 Analisando os resultados deste trabalho, podemos sugerir que a via de 

sinalização da PKD estaria estimulando uma via vasoconstrictora, ou mesmo, 

inibindo uma via de relaxamento, que seria equilibrada pela produção de NO 

endotelial ou muscular. Nossos resultados sugerem que, a via de modulação 

da contração vascular, ativada por receptores α-adrenégicos, é dependente da 

via PKD, que parece ser contrabalanceada pela produção de NO, mantendo 

um estado de equilíbrio entre os mecanismos de contração e relaxamento 

vascular. A produção de NO parece ser dependente principalmente da ativação 

da eNOS e da via da iNOS.  
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Grupo SHR 

Nossa hipótese é que a via da PKD estimula uma via vasoconstrictora, 

ou mesmo, inibe uma via de relaxamento, o que explicaria, pelo menos em 

parte, o aumento da resposta vasoconstrictora a fenilefrina no grupo SHR. A 

inibição da iNOS, não modificou a contração a fenilefrina nos grupos controle e 

CID. Estes resultados sugerem que a via de produção de NO, ativada pela 

enzima iNOS, não parece influenciar a modulação contrátil, via PKD, durante a 

contração induzida pela fenilefrina. Por outro lado, a inibição da nNOS não 

modificou a resposta contrátil a fenilefrina. Entretanto, quando a via da PKD foi 

inibida, com CID, a resposta contrátil a fenilefrina foi amplificada, tornando-se 

semelhante a resposta observada no grupo controle. Estes resultados sugerem 

que, no grupo SHR, a queda da contração a fenilefrina induzida pela inibição 

da PKD, depende principalmente da via da nNOS e da eNOS. 

Nos dois grupos estudados, Wistar e SHR, a PKD parece ativar 

mediadores vasoconstrictores e também vasodilatadores, dependente da via 

da NOS, frente a ativação de receptor α-adrenérgico. No grupo Wistar as 

isoformas mais influenciadas pela PKD parecem ser a eNOS e iNOS e no 

grupo SHR a nNOS e eNOS. Entretanto, a confirmação dessa hipótese 

depende de realização de análise das expressões proteínas e atividade dessas 

enzimas, complementada com análise de produção “in situ” de NO.   

 

6.5.2 Resposta mediada pela angiotensina II: 

Os resultados obtidos no presente estudo, sugerem que, no grupo 

Wistar, a angiotensina II ativa a via da PKD endotelial, que por sua vez, inibe a 

produção de NO.  Quando a angiotensina II se liga aos seus receptores no 

músculo liso vascular, ela ativa a via da PKD, a qual estimula a liberação de 

NO, contrabalanceando o efeito vasoconstrictor.  No grupo hipertenso, a PKD 

parece inibir principalmente a nNOS muscular. 
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7.CONCLUSÃO 

Em conclusão, o conjunto dos resultados obtidos neste estudo, 

confirmam nossa hipótese da participação da via de sinalização da PKD sobre 

a regulação aguda das funções de cardiomiócitos ventriculares e sobre a 

reatividade vascular. Em cardiomiócitos ventriculares, a aldosterona ativou 

diretamente a PKD nuclear juntamente com as HDACs, importantes 

reguladores no remodelamento cardíaco. Já no citosol e nas mitocôndrias, a 

angiotensina II ativou a via da PKD1. 

 Nos animais hipertensos, este papel modulador da sinalização da via da 

PKD sobre as respostas vasculares mediadas pela angiotensina II e fenilefrina, 

depende da ativação de distintas isoformas da NOS, localizadas no músculo 

liso vascular e endotélio. No grupo hipertenso, a modulação, via PKD, parece 

depender mais da participação da nNOS, enquanto no grupo normotenso, das 

vias da eNOS e iNOS. 
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