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RESUMO 
 

Giachini FRC. Contribuição da via STIM1/Orai1 para as diferenças relacionadas ao 

sexo na entrada de cálcio em miócitos vasculares durante a hipertensão arterial. 

[tese (doutorado em Farmacologia]. São Paulo (Brasil): Instituto de Ciências 

Biomédicas da Universidade de São Paulo; 2010. 

 

Os distúrbios na regulação da concentração de cálcio (Ca2+) citoplasmático 

contribuem para a patogênese da hipertensão arterial. Evidências sugerem que as 

moléculas de interação estromal (STIM) atuam como sensores dos estoques 

intracelulares de Ca2+, enquanto as proteínas Orai representam as subunidades que 

formam os canais de Ca2+ ativados pela liberação de Ca2+  (CRAC). Neste estudo 

avaliamos a participação de STIM1/Orai1 na regulação das concentrações de Ca2+ 

citoplasmático e na ativação da contração vascular em aortas de ratos hipertensos. 

Além disso, estudamos como a ativação diferencial desta via contribui para as 

diferenças sexuais de reatividade vascular observadas em animais hipertensos, bem 

como os efeitos dos hormônios sexuais femininos na função de STIM1/Orai1. 

Durante a realização de nossos experimentos, utilizamos aortas de ratos 

espontaneamente hipertensos susceptíveis a acidente vascular cerebral (SHRSP), 

machos e fêmeas, e seus controles Wistar-Kyoto (WKY). Em alguns experimentos, 

ratas SHRSP e WKY foram ovariectomizadas para avaliarmos o papel dos 

hormônios sexuais femininos na via de STIM1/Orai1. Nossos resultados demonstram 

que ratos SHRSP, comparados a ratos WKY, apresentam aumento da ativação e 

expressão de STIM1 e Orai1, contribuindo diretamente para o aumento do influxo de 

Ca2+ via canais CRAC, e para o aumento da contração vascular observado em 

aortas dos ratos hipertensos. Além disso, aortas de ratos SHRSP apresentam 

aumento das reservas intracelulares de Ca2+, Observamos que fêmeas SHRSP 

apresentam menor ativação da via STIM1/Orai1, quando comparadas a machos 

SHRSP, resultando em menor influxo de Ca2+ e, consequentemente, menor 

contração vascular. Adicionalmente, os resultados obtidos após a ovariectomia 

demonstraram que os hormônios sexuais modulam negativamente a expressão de 

STIM1/Orai1 em aortas de ratas SHRSP. Em conjunto, esses resultados sugerem 

que a ativação de STIM1/Orai1 pode representar um novo mecanismo que modula 



alterações vasculares nos níveis de Ca2+ intracelular na hipertensão arterial e que 

contribui para as diferenças sexuais de reatividade vascular em animais hipertensos.  

Palavras-chave: STIM1. Orai1. Disfunção vascular. Hipertensão. Diferenças 

sexuais. Hormônios sexuais.  



ABSTRACT 

Giachini FRC. Activation of STIM1/Orai1 mediates sex-differences in the 
calcium influx in vascular miocytes from hypertensive rats. [Thesis (Pharmacology 
Ph.D]. São Paulo (Brazi): Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 
Paulo; 2010. 

 
Disturbance in the regulation of cytoplasmic calcium (Ca2+) concentration contributes 

to the pathogenesis of hypertension. Evidences suggest that the stromal interaction 

molecule (STIM) acts as a sensor of intracellular Ca2+ stores, whereas Orai proteins 

are the subunits that form CRAC channels. In this study, we evaluated the role of 

STIM1/Orai1 in the regulation of cytoplasmic Ca2+ concentrations and in the 

activation of contraction in aortas from hypertensive rats. We also studied how the 

differential activation of this pathway contributes to sex differences observed 

between hypertensive rats, as well as the protective effects of the female sex 

hormones in the vasculature. During our experiments, we used aortas from female 

and male spontaneously hypertensive stroke-prone rats (SHRSP) and their controls 

Wistar-Kyoto (WKY). In some experiments, female SHRSP and WKY were 

ovariectomized, in order to evaluate the role of female sex hormones in STIM1/Orai1 

pathway. Our results demonstrate that male SHRSP, compared to WKY, display 

increase activation and expression of STIM1 and Orai1, which directly contributes to 

the increased Ca2+ influx, via CRAC channels, contributing to the increased 

contractile response in aortas from hypertensive rats. Furthermore, aortas from 

SHRSP displayed increased intracellular Ca2+ stores. Additionally, aortas from 

female SHRSP display smaller activation of STIM1/Orai1, compared to males 

SHRSP, which leads to smaller Ca2+ influx and consequently, smaller vascular 

contraction. However, no differences were observed in the Ca2+ stores, when aortas 

from male and female were compared. Additionally, the results obtained after 

ovariectomy demonstrated that female sex hormones negatively modulate the activity 

of STIM1/Orai1 in aortas from female SHRSP. All together, these results suggest that 

activation of STIM1/Orai1 may represent a new mechanism that modulates 

intracellular Ca2+ concentration during hypertension and contributes to sex 

differences in the vascular reactivity of hypertensive animals.  

Key words: STIM1. Orai1. Vascular dysfunction. Sex differences. Sex hormones. 
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1 INTRODUÇÃO 
O sistema circulatório funciona como um sistema de transporte corporal,   

sendo responsável pela condução, distribuição e remoção das mais diversas 

substâncias dos e para os tecidos do corpo. Os vasos sanguíneos transportam e 

distribuem o sangue, que é bombeado pelo coração, para atender as necessidades 

corpóreas de oxigênio, nutrientes e sinalizações hormonais, além de remover os 

metabólitos celulares. Para isso, a pressão arterial é altamente controlada, pois a 

sua redução irá acarretar diminuição do fluxo sanguíneo1. 

O valor numérico da pressão arterial é o resultado da medida de duas forças 

pressóricas: a pressão sistólica e a pressão diastólica. A pressão sistólica 

representa a medida da pressão que o sangue exerce nas artérias, no momento do 

batimento cardíaco, ou seja, quando o músculo cardíaco se contrai.  A pressão 

diastólica, representa a medida da pressão que o sangue exerce nas artérias entre 

os batimentos cardíacos, ou seja, quando o músculo cardíaco está em repouso2.  

As características morfo-fisiológicas do sistema arterial, como por exemplo a 

elasticidade,  garantem que o sangue seja distribuído para os tecidos e órgãos, e  

que o mesmo funcione como um reservatório pressórico para continuar o 

bombeamento do sangue enquanto o coração está em estado de relaxamento ou 

sendo repreenchido de sangue. Quanto maior a pressão exercida pelo sangue 

bombeado, maior é o estiramento arterial, facilitando assim o fluxo sanguíneo3.  

Sendo assim, podemos dizer que a pressão arterial é o resultado do débito 

cardíaco, que é o produto da frequência cardíaca e do volume sistólico; multiplicado 

pela resistência vascular periférica, que representa a força que regula a perfusão 

sanguínea, ou seja: 

Pressão arterial = débito cardíaco • resistência vascular periférica 

Consequentemente, podemos inferir que o débito cardíaco é inversamente 

proporcional à resistência vascular periférica para um mesmo nível de pressão 

arterial4. 

Mecanismos altamente eficientes, que envolvem ações integradas do sistema 

circulatório e de outros sistemas, controlam a manutenção da pressão arterial, para 

uma adequada perfusão dos tecidos. Por outro lado, esses mecanismos também 

controlam o aumento excessivo da pressão arterial, com o intuito de prevenir a 

fadiga cardíaca e o risco de danos vasculares, como por exemplo o rompimento de 
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pequenos vasos5. Em muitos casos, esses mecanismos podem não estar exercendo 

apropriadamente o seu papel, sendo incapazes de compensar completamente 

possíveis aumentos da pressão arterial, condição conhecida como hipertensão 

arterial1. Diversos são os fatores de risco para o desenvolvimento de hipertensão 

arterial, entre eles a hereditariedade, idade, obesidade, resistência à insulina, 

doenças renais, entre outros6.  

No caso da hipertensão arterial, a força que o fluxo sanguíneo exerce nas 

paredes arteriais é maior, e as artérias se estendem além do seu limite3, 5.  Portanto, 

nos estados hipertensivos estabelecidos, encontramos o aumento da resistência 

vascular periférica e a diminuição do débito cardíaco7. 

A tabela seguinte contém a classificação da pressão arterial, segundo 

Associação Americana do Coração (American Heart Association).  

  

Tabela 1 – Classificação da pressão arterial de acordo com as medidas da pressão 
sistólica e diastólica, conforme estabelecido pela Associação Americana 
do Coração.  

  
Classificação da 
pressão arterial 

Pressão Sistólica 
(mmHg) 

 Pressão Diastólica 
(mmHg) 

Normal Menor que 120 e Menor que 80 

Pré-hipertenso 120-139 ou 80-89 

Hipertenso – estágio 1 140-159 ou 90-99 

Hipertenso – estágio 2 160 ou acima ou 100 ou acima 

Crise hipertensiva Acima de 180 ou Acima de 110 

 

Os danos vasculares ocasionados pelo aumento da pressão arterial podem 

comprometer o suprimento sanguíneo em órgãos vitais, resultando em uma 

condição conhecida como lesão em órgãos-alvo6. Um exemplo clássico de lesão em 

órgão-alvo, em consequência à hipertensão arterial, é a insuficiência cardíaca.  

Quando as artérias perdem sua capacidade elástica, o coração necessita aumentar 

a sua força contrátil, para que o sangue chegue até as artérias, condição a qual 

pode contribuir para danos no tecido cardíaco. Com isso, válvulas e o músculo 

cardíaco são lesionados,  resultando em insuficiência cardíaca8.  
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O exemplo acima demonstra que a hipertensão arterial contribui para o 

desenvolvimento de outras doenças cardiovasculares9. Dentre as doenças 

cardiovasculares, a doença desenvolvida mais frequentemente, e a mais letal, é a 

doença coronariana. A seguir, discutiremos o impacto da hipertensão arterial no 

nosso país. 

 

1.1 Hipertensão arterial: um problema de saúde pública 
No ano de 2000, cerca de 1 bilhão de adultos em todo o mundo eram 

portadores de hipertensão arterial. Estudos de projeção estimam que em 2025, este 

número aumentará para 1,5 bilhão de hipertensos10. Se levados em consideração, 

estes números sugerem que 1 em cada 3 adultos irá desenvolver  hipertensão 

arterial.  

As doenças do aparelho circulatório representaram a principal causa de 

mortalidade no Brasil, tanto na década de 1980 como na década de 199011.  Dados 

mais recentes do Ministério da Saúde indicaram que, em 2005, cerca de  32% de 

todas as mortes no Brasil ocorreram em consequência das doenças 

cardiovasculares12.  

Entretanto, observou-se uma redução de 20,5% nas mortes por doenças 

cardiovasculares na população brasileira, no período entre 1990 a 2006. Estes 

números refletem os resultados de políticas mais eficientes na prevenção e 

tratemento dessas doenças13.  Embora esses números sejam animadores, o custo 

do tratamento das doenças cardiovasculares ainda representa um grande gasto para 

os cofres públicos. Cerca de 30,8 milhões de reais foram gastos com o tratamento 

de doenças cardiovasculares, o que representa aproximadamente 1,74% do produto 

interno bruto (PIB) nacional. Se considerarmos que somente 3,76% do PIB brasileiro 

é destinado para o orçamento do Ministério da Saúde, podemos dizer que 46% 

deste dinheiro está comprometido com o tratamento das doenças 

cardiovasculares14-15. Portanto, políticas de promoção da saúde, visando a 

prevenção de doenças cardiovasculares são indispensáveis para a melhoria do 

nosso sistema de saúde.  

Contudo, nem mesmo os grandes investimentos direcionados à prevenção e 

cura das doenças cardiovasculares são suficientes para melhorar os indicadores 

anteriormente discutidos. No caso da hipertensão arterial, sabe-se que somente 

30% dos pacientes hipertensos têm seus níveis pressóricos normalizados através de 
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terapia farmacológica. Além disso, muitos pacientes, mesmo utilizando tratamentos 

farmacológicos anti-hipertensivos, não conseguem atingir a normalização dos níveis 

pressóricos, demonstrando-se refratários a vários tratamentos16. Portanto, a 

descoberta de novos mecanismos que contribuam para o desenvolvimento de 

hipertensão arterial poderá fornecer alvos para terapias mais eficazes visando o 

controle da pressão arterial e, consequentemente, contribuindo para a diminuição da 

incidência de doenças cardiovasculares.  

 

1.2 Fisiopatologia da hipertensão arterial: foco na vasculatura 
Conforme anteriormente discutido, a vasculatura contribui diretamente para o 

controle da pressão arterial através da modulação da resistência vascular periférica.  

Sendo assim,  as células do músculo liso vascular (CMLV) exercem um importante 

papel no controle da resistência vascular periférica. O estado contrátil tônico das 

CMLV é o primeiro determinante para o diâmetro do lúmen arterial, o que afeta 

diretamente o fluxo e a pressão sanguínea. Ajustes fisiológicos do tônus arteriolar 

dependem do estado contrátil das CMLV, as quais respondem a uma variedade de 

influências locais e sistêmicas.  

Essas células, que se encontram na lâmina média da parede dos vasos 

sanguíneos, controlam o estado contrátil da vasculatura, mas também exercem 

importantes funções. Portanto, as CMLV representam células fascinantes, com um 

notável fenótipo de plasticidade, que contribui para a função vascular tanto em 

condições fisiológicas como patológicas17.  

O aumento da concentração do cálcio (Ca2+) intracelular é um evento crucial 

para uma variedade de fenômenos celulares, incluindo aqueles que controlam as 

funções das CMLV. É consenso que o aumento global das concentrações de Ca2+ 

citoplasmático leva à contração das CMLV 18. Sendo assim, a regulação dos níveis 

intracelulares de Ca2+ é crítica para a manutenção do tônus vascular19. 

O aumento de Ca2+ pode ter origem de duas fontes distintas. Primeiro, 

através da entrada do Ca2+ do meio extracelular, via canais presentes na membrana 

plasmática; e segundo, através da sua liberação de estoques intracelulares de Ca2+, 

que nas CMLV são representados principalmente pelo retículo sarcoplasmático 

(RS)20.  

Diversos são os fatores que podem contribuir para o desenvolvimento da 

disfunção vascular durante a hipertensão arterial: neurotransmissores, onde 
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incluímos o sistema nervoso simpático e o sistema não-colinérgico-não adrenérgico;  

sistemas hormonais, onde temos os hormônios do sistema renina-angiotensina, fator 

natriurético atrial e hormônio arginina vasopressina; fatores derivados do endotélio, 

como os fatores de contração (prostaglandinas, endotelina-1) e fatores de 

relaxamento (óxido nítrico, prostaciclina); fatores derivados de células sanguíneas, 

como serotonina, histamina e citocinas; componentes intrínsecos da célula de 

músculo liso vascular, onde incluímos receptores, canais iônicos e moléculas de 

sinalização21-22.  

Portanto, os mecanismos responsáveis pela elevação da resistência vascular 

periférica na hipertensão arterial são complexos e não totalmente compreendidos. 

Entretanto, sabe-se que: 1) o equilíbrio na sinalização de mecanismos celulares que 

promovem contração e relaxamento CMLV encontra-se alterado, favorecendo o 

estado contrátil; e que 2) o aumento da resistência vascular periférica é causado, em 

parte, por alterações nas CMLV, que as tornam mais sensíveis aos estímulos de 

contração 23. Além disso, evidências indicam que os defeitos na regulação do Ca2+ 

intracelular contribuem tanto para o aumento da contração das CMLV, como para o 

aumento da resistência vascular periférica24.   

Desta maneira, defeitos na regulação de Ca2+ intracelular são considerados 

marcadores da disfunção vascular associada à hipertensão arterial. Esta condição 

tem um papel importante no aumento da reatividade vascular aos estímulos de 

contração, uma característica encontrada tanto na hipertensão arterial clínica quanto 

experimental18-19, conforme anteriormente mencionado.  

Corroborando esta idéia, dados demonstram que a concentração de Ca2+ 

intracelular encontra-se aumentada em CMLV de hipertensos. Podemos citar como 

exemplo, o aumento dos níveis de Ca2+ em CMLV de ratos hipertensos, que é 

atribuído ao aumento de Ca2+ no RS e que contribui para o aumento do tônus 

vascular via mecanismos dependentes da liberação de Ca2+ do RS25. 

Iremos agora descrever os mecanismos que contribuem para a entrada de 

Ca+2 em CMLV, e como eles podem contribuir para alterações vasculares durante a 

hipertensão arterial. 

 

1.3 Hipertensão arterial e mecanismos de entrada de Ca2+ 
O aumento dos níveis de Ca2+ em CMLV de animais hipertensos pode ser 

atribuído a diversos mecanismos, incluindo o aumento da liberação de Ca2+ dos 



25 

estoques intracelulares25; redução da recaptação de Ca2+ pelo RS26-27; disfunção de 

proteínas reguladoras de Ca2+ no RS28-29; diminuição dos mecanismos da extrusão 

de Ca2+ na membrana sarcoplasmática 19, 24 e aumento do influxo de Ca2+ 30-31.  

Vários mecanismos contribuem para o aumento da recaptação de Ca2+ no 

RS, incluindo: 1) mecanismos dependentes da Ca2+-ATPase do RS25-27; 2) 

alterações em proteínas de estocagem de Ca2+ do RS, como por exemplo 

calreticulina e calsequestrina28-29; e 3) alterações na sinalização em condições de 

depleção do RS, o que leva à ativação de canais de Ca2+ na membrana 

plasmática32-33.  

Este último processo envolve a ativação das moléculas de interação estromal-

1 (STIM1), uma proteína que foi recentemente descrita como um sensor de Ca2+ no 

RS, e Orai1, uma proteína que constitui os canais de Ca2+ ativados pela liberação de 

Ca2+ (CRAC) intracelular. Em seguida, iremos discutir como STIM1 e Orai1 podem 

contribuir para o influxo anormal de Ca2+ em CMLV.  

 

1.4 Aumento de Ca2+ bifásico durante a contração celular 
Praticamente todos os tipos celulares dependem da sinalização do Ca2+ 

citoplasmático para o desenvolvimento de respostas específicas34. A utilização de 

Ca2+ para a sinalização intracelular ocorre sob um fino controle local e global da 

concentração de Ca2+ citoplasmático35.  

Quando as CMLV são estimuladas por um agonista contrátil, como por 

exemplo fenilefrina (PE, agonista de receptores alfa-adrenérgicos), essas células 

exibem um  aumento bifásico da concentração de Ca2+ no citosol, resultando em 

contração celular. Inicialmente, a interação agonista-receptor resulta na formação de 

trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG), a partir de fosfolipídeos da 

membrana plasmática.  

O aumento transitório inicial de Ca2+ decorre da liberação de Ca2+ pelos 

estoques intracelulares, que no caso de CMLV, corresponde ao Ca2+ armazenado no 

RS. Nesse processo, IP3 se liga ao seu receptor no RS, e estimula a liberação de 

Ca2+ do RS para o citosol36-37.  

O aumento subsequente de Ca2+ requer Ca2+ extracelular, e corresponde à 

segunda fase de aumento de Ca2+ no citosol. Quando os estoques intracelulares de 

Ca2+ são depletados, sinais do RS ativam canais de Ca2+ presentes na membrana 

plasmática e resultam no influxo de Ca2+ do meio extracelular para o meio 
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intracelular. Esse mecanismo, no qual o RS atua como um capacitador, é conhecido 

como entrada de Ca2+ operada por estoques (SOCE)38-39. SOCE inicia-se com a 

ativação de canais iônicos altamente seletivos ao Ca2+, e que funcionam 

independentemente de voltagem. Em muitos tipos celulares, SOCE resulta na 

ativação de uma corrente altamente seletiva ao Ca2+, não voltagem-dependente, 

denominada corrente CRAC, que ocorre através da ativação de canais do tipo 

CRAC39-41.  

 

1.4.1 Participação de STIM1 e Orai1 na ativação de SOCE 

Por mais de 20 anos, os componentes que ativam o processo de sinalização 

entre o RS e a ativação de SOCE na membrana plasmática, em condições onde o 

RS é depletado, permaneceram um mistério. Entretanto, a descoberta de novos 

componentes que ligam o RS aos canais de Ca2+ da membrana plasmática trouxe 

uma nova percepção referente à homeostasia de Ca2+ intracelular.  

Recentemente, dois grupos de pesquisas identificaram de forma 

independente  uma proteína que funciona como um sensor de Ca2+ intracelular, a 

qual foi denominada STIM132-33. Inicialmente, foi demonstrado que a supressão da 

expressão de STIM1 em células S2 de Drosophila, reduzia significativamente a 

entrada de Ca2+, em presença de tapsigargina, um bloqueador de Ca2+-ATPase do 

retículo endoplasmático (RE)32. Tapsigargina estimula a depleção dos estoques 

intracelulares de Ca2+, resultando no influxo contínuo de Ca2+, via SOCE. 

Simultaneamente, Liou e colaboradores (2005) obtiveram resultados similares em 

linhagens celulares de epitélio humano (HeLa) e de linfócitos T (Jurkat E6)33.  

 Além da função de sensor de Ca2+, STIM1 participa fisicamente da ativação 

dos canais de Ca2+ da membrana plasmática. Spassova e colaboradores (2006) 

demonstraram que a hiperexpressão de STIM1 aumenta a atividade dos canais 

CRAC, resultando em aumento no influxo de Ca2+, via canais CRAC42.  

STIM1 é, portanto, um elemento fundamental na ativação dos canais CRAC. 

A descoberta de STIM1 trouxe a necessidade de se melhor entender como STIM1 

interage com outros componentes na membrana plasmática, promovendo o 

repreenchimento dos estoques intracelulares de Ca2+.  

A melhor compreensão dos mecanismos moleculares associados à função de 

STIM1 surgiu após a descoberta de uma proteína denominada Orai1. Foi 

demonstrado que pacientes portadores de síndrome de imunodeficiência severa 
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possuíam uma mutação na proteína Orai1, o que acarretava na diminuição da 

função dos canais do tipo CRAC43. Adicionalmente, estudos utilizando a técnica de 

“patch-clamp” demonstraram que Orai1 modula a corrente do tipo CRAC, em células 

S2 de Drosophila44. Estes dados, demonstrando que Orai1 afeta diretamente os 

canais CRAC, originaram a hipótese de que essa proteína poderia estar interagindo 

diretamente com STIM1.  

Subsequentemente, demonstrou-se que a hiperexpressão de STIM1 e Orai1 

aumentava significativamente a corrente CRAC45. Adicionalmente, observou-se o 

aumento da interação entre STIM1 e Orai1 em presença de tapsigargina46.  Além 

disso, a substituição de uma hélice na porção transmembrânica da proteína Orai1 

resultou na diminuição do influxo de Ca2+, demonstrando que Orai1 é essencial para 

a formção do poro dos canais CRAC47. A expressão simultânea de STIM1 e Orai1 

resultou em grande ganho na função SOCE e demonstrou que juntas essas 

proteínas eram capazes de mediar SOCE48-50. 

Esses dados foram confirmados em um estudo onde demonstrou-se que, em 

condições onde os estoques intracelulares de Ca2+ são depletados, STIM1 e Orai1 

se movem de forma coordenada, formando um complexo entre o ER e membrana 

plasmática, criando a unidade fundamental para SOCE51. Essa formação onde 

STIM1 e Orai1 se associam foi denominada “puncta”. A figura  1 exemplifica como 

ocorre a ativação de STIM1 e Orai1 em condições onde o Ca2+ do RS é depletado. 

 A utilização da técnica de transfecção com RNA de interferência (siRNA) 

para STIM1, em células do músculo liso de vias aéreas, foi capaz de bloquear 

correntes originadas após a depleção do RS. Além disso, resultados similares foram 

obtidos com bloqueio farmacológico dos canais CRAC, incluindo a utilização de 

borato de 2-aminoetoxidifenil (2-APB), gadolínio (Gd3+) e lantânio (La3+)52. Estes 

estudos ofereceram evidências que confirmam a teroria de que Orai1 representaria a 

unidade formadora dos poros dos canais CRAC.   

Sendo assim, podemos concluir que STIM1 e Orai1 são proteínas que estão 

associadas diretamente ao controle do Ca2+ intracelular. Entretanto, o papel dessas 

proteínas regulatórias durante a hipertensão arterial ainda é pouco conhecido. 

Sendo assim, é admissível que o aumento da  expressão ou da atividade de STIM1 

e Orai1 na vasculatura de animais hipertensos poderia contribuir para o aumento da 

reatividade vascular, através do desequilíbrio da homeostasia de Ca2+ intracelular.  
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1.5 Diferenças relacionadas ao sexo encontradas na hipertensão e na captação 
de Ca2+ em CMLV 

Mecanismos que contribuem para a hipertensão arterial e lesões  em órgãos-

alvo são diferentemente regulados entre machos e fêmeas. O aumento da pressão 

arterial ocorre mais precocemente e é maior em homens, quando comparados a 

mulheres na pré-menopausa53-58. Diferenças sexuais na hipertensão arterial também 

existem em muitos modelos de hipertensão experimental, onde destacamos os ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR)59-60. Diferenças associadas ao sexo na 

hipertensão arterial são amplamente descritas, onde destacam-se diferenças nos 

mecanismos neurais, renais e vasculares associados ao controle da pressão 

arterial61-65. 

Sabe-se que diferenças sexuais no tônus vascular ocorrem em uma 

variedade de leitos vasculares tanto em humanos como em animais . Entretanto, os 

mecanismos que determinam as diferenças no tônus vascular e, consequentemente, 

na pressão arterial entre machos e fêmeas ainda não são completamente 

entendidos. Considerando que já foram identificadas diferenças sexuais  nos 

mecanismos que regulam a entrada e o armazenamento de Ca2+ nas CMLV54, 65-66, 

parece plausível que  essas diferenças possam contribuir para as alterações 

associadas ao sexo na função vascular durante a hipertensão. 

De fato, CMLV de fêmeas apresentam redução no influxo de Ca2+ e na 

despolarização induzida por níveis elevados de Ca2+, quando comparadas com 

CMLV de  machos67. Além disso, aortas de fêmeas (SHR) apresentam contração 

diminuída, em resposta ao influxo de Ca2+,  quando comparadas com aortas de 

machos SHR68 . 

As diferenças no aumento de Ca2+ intracelular em CMLV de machos e fêmeas 

SHR são abolidas na ausência de Ca2+ extracelular54, 65, 69-70, indicando que o influxo 

de Ca2+ representa um mecanismo que contribui para essa diferença sexual. 

Considerando que o aumento da função de STIM/Orai1 pode representar um dos 

mecanismos que contribui para a regulação anormal de Ca2+ em CMLV de 

hipertensos, nós propomos que a proteção vascular observada em fêmeas 

hipertensas reflete uma menor sinalização de STIM/Orai1, quando comparadas a 

machos hipertensos.  
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1.6 Papel dos hormônios sexuais nas diferenças relacionadas ao sexo 
encontradas na hipertensão e na captação de Ca2+ em CMLV 

As observações clínicas de que a hipertensão arterial é mais comum em 

homens e em mulheres na pós-menopausa, do que em mulheres pré-menopausa, 

sugerem que os hormônios sexuais femininos exercem efeitos protetores na 

vasculatura, incluindo a inibição do tônus vascular71-72. Diversos estudos 

investigaram os efeitos desses hormônios na vasculatura, mas os resultados mais 

interessantes e promissores são os de estudos onde se avaliaram os efeitos do 

estrógeno.  

Os efeitos benéficos do estrógeno se traduzem em uma variedade de fatores, 

como a modificação da composição de lipoproteínas circulantes, diminuição na 

coagulação sanguínea, assim como ação vasodilatadora direta dos vasos 

sanguíneos73-74.  Embora sugira-se que o endotélio exerça um importante papel na 

vasodilatação mediada pelo estrógeno, sabe-se que este hormônio também 

promove vasodilatação em artérias sem endotélio, sugerindo que o estrógeno 

promova relaxamento atuando diretamente em CMLV75-78.  

Como discutido anteriormente, é de consenso que o aumento da entrada de 

Ca2+ na CMLV é um dos fatores que contribuem para o aumento da reatividade 

vascular em animais hipertensos, sendo que esse aumento é ainda mais 

pronunciado em artérias de machos hipertensos.  

Essas observações direcionaram a uma nova hipótese: que os hormônios 

sexuais femininos contribuem para a proteção do sistema cardiovascular, através da 

normalização dos níveis de Ca2+ intracelular64, 67, 79.  

Corroborando esta idéia, alguns estudos observaram que a ovariectomia 

induz aumento da entrada de Ca2+ em CMLV de fêmeas. Além disso, quando 

fêmeas ovariectomizadas recebiam implantes intra-dérimicos contendo 17-β-

estradiol, os níveis de Ca2+ intracelulares eram normalizados67-68, 72.   

Embora os hormônios sexuais exerçam efeitos benéficos no sistema 

cardiovascular, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais eles atuam. Sabe-

se que estas diferenças no aumento do Ca2+ intracelular estão diretamente 

relacionadas a entrada de Ca2+. Entretanto, os mecanismos que levam a este 

aumento ainda não foram elucidados. Sendo assim, o estudo da interação entre os 

hormônios sexuais e o sistema STIM1/Orai1 surge como uma hipótese interessante 
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a ser estudada, representando um mecanismo para explicar o aumento do Ca2+ 

intracelular na ausência dos hormônios sexuais.  

 

1.7 Ativação da PKC pelo aumento de Ca2+ intracelular 
O aumento de Ca2+ intracelular resulta na ativação de proteínas que 

participam da processo de contração celular, como por exemplo a proteína kinase C 

(PKC).  

Existem diferentes isoformas de PKC, e elas são classificadas em três 

grupos: as PKCs convencionais α, βI, βII e γ, que são ativadas por Ca2+; as PKCs 

novas δ, ε, η(L) e θ, que não necessitam de Ca2+ para sua ativação; e as PKCs 

atípicas ζ e λ, que dependem de fosfatidilserina, mas não são ativadas por DAG, 

forbol-ésteres ou Ca2+.  

Sabe-se que a ativação de diferentes isoformas da PKC em CMLV de animais 

hipertensos resulta em maiores contrações vasculares80-81.  Alguns estudos 

demonstram que embora artérias de SHR apresentem aumento da contração em 

resposta à ativação da PKC, não foi observado o aumento da sua  atividade ou da 

afinidade de ligação entre a PKC e seus agonistas (forbol-ésteres)82-83. Especulou-se 

que as alterações na contração das CMLV em animais hipertensos poderiam estar 

relacionadas a eventos associados ao aumento da mobilização de Ca2+ no citosol 

celular, o que resultaria no aumento da ativação da PKC.  

Tendo em vista o importante papel que STIM1 e Orai1 exercem na regulação 

da entrada de Ca2+ nas CMLV, parece plausível que o aumento da atividade dessas 

proteínas poderiam resultar em aumento dos níveis de Ca2+ livre no citosol e, 

consequentemente, sinalizar a maior ativação da PKC.  
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2  HIPÓTESE DE TRABALHO 

A hipótese do presente estudo foi que a vasculatura de machos hipertensos 

apresenta aumento da resposta contrátil ao Ca2+, primariamente devido a diferenças 

em mecanismos que controlam a captação de Ca+2, STIM1 e Orai1.  

Além disso, sabemos que fêmeas hipertensas apresentam redução na 

contração vascular, quando comparadas a machos hipertensos. Propomos que a 

ativação das proteínas STIM1 e Orai1 encontra-se atenuada em miócitos vasculares 

de fêmeas hipertensas, quando comparada a aquela em machos hipertensos. Essa 

menor ativação da via STIM1/Orai1 em artérias de fêmeas hipertensas poderia 

contribuir para a proteção vascular. Neste sentido, é possível que os hormônios 

sexuais participem diretamente neste processo. 

 Finalmente, sugerimos que o aumento na ativação da via STIM1/Orai1 

resulte em aumento intracelular de Ca2+, possibilitando maior ativação de proteínas 

ativadas por Ca2+ que contribuem para o processo contrátil, como por exemplo, 

PKC.  

 

 
 

Figura  2 – Hipótese de trabalho. A ativação dos canais CRAC/Orai1, através da ativação do sensor 
de Ca2+, STIM1, contribui para o aumento da contração em resposta ao Ca2+ na 
hipertensão arterial. A hiperativação do sistema STIM1/Orai1 é menor na vasculatura de 
fêmeas hipertensas, quando comparada à de machos hipertensos e, portanto, artérias 
de fêmeas hipertensas apresentam menor resposta contrátil. Além disso, aumento de 
Ca2+ intracelular resulta em maior ativação de proteínas dependentes de Ca2+ e que 
participam do processo de contração, como por exemplo PKC. 
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3 OBJETIVOS 
Avaliar a participação da via STIM1/Orai1 no aumento da contração vascular 

em consequência ao aumento do influxo de Ca2+ em CMLV de ratos hipertensos. 

Adicionalmente, estudar se esta via contribui para as diferenças sexuais observadas 

na resposta contrátil, entre machos e fêmeas hipertensos.  

 

Para isso, avaliamos os seguintes pontos: 

1:  a contribuição da via STIM1/Orai1 para a resposta contrátil durante o  

período de influxo de Ca2+ em artérias de machos hipertensos.  

2: a contribuição da via STIM1/Orai1 para as diferenças sexuais observadas 

na resposta contrátil durante o  período de influxo de Ca2+ em artérias de machos e 

fêmeas hipertensos. 

3: a contribuição exercida pelos hormônios sexuais femininos na via 

STIM1/Orai1, em artérias de fêmeas hipertensas ovariectomizadas.  

4:  se o aumento de Ca2+, em resposta a maior ativação da via STIM1/Orai1, 

contribui para a ativação da PKC em artérias de machos hipertensos.  

  



34 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1 Animais 

Machos e fêmeas da linhagem de ratos espontaneamente hipertensos 

susceptíveis a acidente vascular cerebral (stroke-prone spontaneously hypertensive 

rats, SHRSP), com 20-22 semanas, provenientes da colônia do Medical College of 

Georgia, e seus controles Wistar-Kyoto (WKY), com a mesma idade, provenientes 

dos Laboratórios Harlan (Indianápolis, IN – EUA), foram utilizados nos estudos. 

Todos os procedimentos estão de acordo com os Princípios Éticos em 

Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) e foram aprovados pelo Comitê de Ética e Experimentação Animal (CEEA) 

do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (CEEA 007/004). 

Além disso, os procedimentos realizados neste estudo também seguiram as normas 

do guia de princípios adotados para a experimentação animal, aprovado pelo comitê 

de uso de animais para a pesquisa e educação do Medical College of Georgia.  

Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno (quatro por caixa), as 

quais foram acondicionadas em ambiente com temperatura controlada (22 ± 2ºC) e 

ciclos claro-escuro de 12h, com livre acesso a água e alimento.  

 

4.2 Grupos experimentais 
Os seguintes grupos experimentais foram utilizados para testar 

especificamente cada um dos objetivos:  

• Item 1 dos objetivos: machos  WKY e SHRSP.  

• Item 2 dos objetivos: machos e fêmeas WKY e SHRSP. 

• Item 3 dos objetivos: fêmeas WKY e SHRSP, ovariectomizadas (OVX) 

ou não (sham).  

• Item 4 dos objetivos: machos WKY e SHRSP. 

 

4.3 Ovariectomia bilateral 
Fêmeas SHRSP e WKY foram anestesiadas com isoflurano, administrado em  

uma mistura com oxigênio (O2) através de um vaporizador de precisão. A indução da 

anestesia foi realizada com isoflurano 5% (em O2) e a sua manutenção com 

isoflurano 3% (em O2). Uma incisão única, de aproximadamente 5 centímetros foi 

realizada na porção centro-inferior do abdômen. O útero e os ovários foram 

localizados e realizou-se a ligadura dos ovários com fio de sutura. Seguiu-se a 
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remoção bilateral dos ovários, com o auxílio de uma tesoura. Nos grupos controles 

(sham), realizou-se apenas a incisão e localização dos ovários, sem remoção ou 

ligadura dos mesmos. Os tecidos internos (músculo) foram suturados com fio 

reabsorvível e a incisão na pele foi fechada com grampos cirúrgicos, os quais foram 

removidos manualmente 10 dias após a cirurgia, com um extrator de grampos.  

As fêmeas receberam uma dose única de analgésico após o procedimento 

cirúrgico (cetorolaco de trometamina - 1mg/kg,  intra-muscular). Depois de 12 

semanas de ovariectomia (OVX) ou da falsa cirurgia (sham), a pressão arterial foi 

avaliada e os experimentos de reatividade vascular realizados. Nesta ocasião, 

tecidos foram coletados para a realização de western blot. Além disso, o peso 

corporal e do útero (seco) foi determinado e o sangue coletado para a verificação 

dos níveis hormonais, com o intuito de verificar a eficiência da ovariectomia.  

 

4.4 Medida de pressão arterial 
A pressão arterial caudal foi determinada por método indireto em ratos 

acordados, através da técnica de pletismografia de cauda. Dois dias antes da 

primeira medida de pressão arterial caudal, os ratos foram submetidos a um período 

de adaptação que envolvia o aquecimento dos animais em uma caixa mantida a 31 
oC por 10 minutos e a contenção em cilindro de acrílico com abertura para o focinho 

e cauda, por 5 minutos. Este procedimento foi realizado uma vez ao dia durante dois 

dias. 

Após o procedimento de adaptação, os níveis pressóricos dos ratos foram 

determinados. Para isso os ratos foram aquecidos por 10 minutos a 31 oC e 

colocados no cilindro de contenção. Um oclusor foi ajustado à porção proximal da 

cauda e acoplado a um transdutor pneumático caudal elétrico PE-399 conectado a 

um sistema de transdução. O valor final da pressão arterial caudal de cada animal 

representa a média aritmética de três medidas sequênciais. 
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4.5 Reatividade vascular 
Os animais foram sacrificados em câmara de CO2. A aorta torácica foi 

removida e limpa de tecido adiposo e conjuntivo, em solução de Krebs fria (4 °C) 

contendo os seguintes sais (mM): NaCl, 130; NaHCO3, 14,9; KCl, 4,7; KH2PO4, 1,18; 

MgSO4•7H2O 1,18; CaCl2•2H2O, 1,56; EDTA, 0,026; glicose 5,5. Nesta ocasião, 

tecidos também foram coletados para a realização de protocolos de biologia 

molecular e de imagem.  

Preparação dos segmentos vasculares: 

Aortas: segmentos vasculares (de 4mm de comprimento) foram montados 

como preparações em anéis em cubas metálicas horizontais. O endotélio foi 

mecanicamente removido com uma haste metálica.  

As cubas metálicas horizontais, tanto para aorta como para artérias de 

resistência, encontram-se acopladas a um miógrafo (Mulvany-Halpern, modelo 

610M, Danish MyoTech, Aarhus, Dinamarca) para medida da tensão isométrica. 

Medidas de contração e relaxamento vascular foram realizadas utilizando um 

sistema de aquisição de dados (PowerLab 8/SP - ADInstruments Pty Ltd., Colorado 

Springs, Estados Unidos).  

A limpeza e a montagem das aortas foram realizadas em solução de Krebs 

fria. Após a montagem das aortas nos miógrafos, ajustou-se a tensão basal dos 

anéis de aorta para 30mN. Seguiu-se um período de estabilização de 60 minutos em 

solução fisiológica, a 37 °C, continuamente aerada com uma mistura de gases 

contendo CO2 (5%) e O2 (95%). A integridade arterial foi determinada primeiramente, 

através da estimulação das artérias com solução de alta concentração de potássio 

(120mM). As artérias foram lavadas com solução fisiológica e submetidas a um novo 

período de estabilização. A eficácia da remoção do endotélio foi avaliada em um 

protocolo onde as aortas eram contraídas com fenilefrina (PE, 1μM) e 

posteriormente estimuladas com acetilcolina (10μM). A completa remoção do 

endotélio foi caracterizada pela ausência de resposta de relaxamento após a 

estimulação com acetilcolina, a qual induz vasodillatação dependente do  endotélio.   

Aortas de todos os grupos experimentais foram submetidos a um protocolo 

experimental específico, objetivando determinar as respostas contráteis ao Ca2+ que 

ocorrem em resposta à depleção dos estoques intracelulares de Ca2+. 

A seguir, detalharemos o protocolo usado para avaliar a contração em 

resposta à entrada de Ca2+ após a depleção dos estoques intracelulares de Ca2+ 



37 

(Figura  3 - indicação 1 da figura) assim como para verificar a capacidade de 

recaptação de Ca2+ pelo RS (Figura  3 – indicação 2 da figura). Além disso, 

detalharemos o protocolo utilizado para avaliar a ativação da PKC .  

 

4.5.1 Avaliação do influxo de Ca+2 

Inicialmente, aortas foram estimuladas com PE (1uM) até que a resposta 

contrátil atingisse o platô. Os vasos foram então lavados com solução fisiológica livre 

de Ca2+, contendo EGTA (1μM), um quelante utilizado para remover o Ca2+ residual. 

Esta manobra farmacológica proporciona o esvaziamento dos estoques de Ca2+ do 

RS, resultando na estimulação do sensor de Ca2+, STIM124, 84.  

Seguiu-se então a reintrodução de solução fisiológica contendo Ca2+ (1,6mM 

Ca2+), o que ocasiona a entrada de Ca2+ (período de influxo de Ca2+), uma vez que 

STIM1 encontra-se ativado, e proporciona o repreenchimento dos estoques 

intracelulares. A entrada de Ca2+ gera uma resposta contrátil espontânea, durante o 

período de influxo de Ca2+ (Figura  3 – parte 1).   

É amplamente aceito que a magnitude da contração está diretamente 

relacionada com a concentração de Ca2+ intracelular livre. Esta técnica, onde o 

influxo de Ca2+ em condições de depleção do RS é verificado indiretamente em 

CMLV, é amplamente validada através de trabalhos de Karaki e colaboradores84 e 

por trabalhos previamente publicados por nosso laboratório24.  

 

4.5.2 Avaliação da capacidade de recaptação de Ca+2 pelo RS 
A capacidade funcional do RS em recaptar Ca2+ foi avaliada em aortas, ao 

final do protocolo experimental (parte 2 na figura  3), após o período de influxo de 

Ca2+. Aortas foram acondicionadas em solução fisiológica livre de Ca2+ por dois 

minutos e estimuladas com cafeína (20mM), o que resulta na ativação de receptores 

de rianodina no RS e rápida liberação de Ca2+ do RS, proporcionando uma 

contração transitória (Figura  3 – parte 2).   
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Figura  3– Protocolo para avaliação do influxo de Ca+2 e para avaliar a capacidade de 

recaptação de Ca+2 pelo RS.  A medida da contração foi realizada em dois momentos: 
1) após a depleção dos estoques intracelulares de Ca2+, com a reintrodução de Ca2+ à 
solução fisiológica, para avaliar o influxo de Ca2+ através de canais de Ca2+ da 
membrana plasmática e 2) após a estimulação com cafeína, para avaliação da 
capacidade de recaptação de Ca2+ pelo RS. 

 
 

Os protocolos descritos em 4.5.1 e 4.5.2 foram realizados na ausência e na 

presença de tapsigargina (10µM), um inibidor da Ca2+-ATPase do RS85. Essa droga 

impede o retorno de Ca2+ ao RS. A ausência de Ca2+ no RS resulta em contínua 

estimulação do sensor de Ca2+, STIM1, e abertura constante dos canais de Ca2+ na 

membrana plasmática. Essa manobra farmacológica resulta em uma amplificação na 

resposta contrátil durante o influxo de Ca2+ e na redução da contração transitória em 

resposta à cafeína (20mM). 

 
4.5.3 Inibição da cascata de sinalização intracelular utilizando anticorpos em 

segmentos vasculares isolados 

Inibidores farmacológicos dos canais CRAC, 2-APB (100μM) 86-87 e Gd3+ 

(100μM)87-88; assim como anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 

transfectados com a técnica de chariot foram utilizados para avaliar a participação 

de STIM1 e Orai1 na contração induzida pelo influxo de Ca2+ ou durante a 

estimulação do RS.  
 

1 – Período de influxo de Ca2+ 
2 – Capacidade de recaptação de Ca+2 pelo RS  
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Em trabalho recente89, demonstrou-se que anticorpos podem servir como 

inibidores específicos de componentes da cascata de sinalização em CMLV, em 

segmentos vasculares isolados.  

Anticorpos contra STIM1 e Orai1 foram internalizados através da técnica de 

Chariot (Chariot™ Protein Delivery Reagent, Active Motif, Carlsbad, CA). Este 

reagente de transfecção é capaz de internalizar anticorpos nas células, preservando 

a sua habilidade de localizar os compartimentos celulares e reconhecer antígenos 

dentro da célula. O chariot também é utilizado para internalizar proteínas no tecido 

vascular31 e durante nossos experimentos foi utilizado para inibir diretamente STIM1 

e Orai1. 

O complexo chariot e anticorpo foi preparado da seguinte forma: inicialmente, 

o agente chariot foi dissolvido em água (de acordo com as instruções do fabricante - 

Chariot™ Protein Delivery Reagent (Active Motif, Carlsbad, CA, Estados Unidos).  

Para cada transfecção, 12μl da solução de Chariot foram dissolvidos em 100 μll de 

solução de dimetil sulfóxido (40%). O anticorpo (6μg) foi adicionado a 100μl de 

tampão fosfato-salina. A solução contendo o anticorpo e a solução contendo o 

chariot foram misturadas e incubadas em temperatura ambiente durante 30 minutos 

para a formação do complexo chariot-anticorpo.  

Os anéis de aorta foram acondicionados em placas de culturas estéreis de 24 

poços incubados em uma estufa de cultura a 37ºC contendo CO2 (5%) e O2 (95%), 

em meio de cultura (EMEM – 400μl) contendo L-glutamina (1%), soro fetal bovino 

(10%), penicilina (0,5%) e estreptomicina (0,5%). O complexo chariot/anticorpo 

(200μl) foi adicionado ao meio, por 1 hora. Após esse período, foram adicionados 

750μl de meio de cultura, e os vasos foram incubados por mais duas horas a 37 ºC. 

Depois desse período de incubação, as artérias foram montadas em miógrafos para 

realização de estudos funcionais, conforme previamente descrito no item 4.5. 

 

4.5.4 Resposta contrátil em resposta à ativação da PKC 

Curvas concentração-efeito foram realizadas em aortas, utilizando-se PDBu 

(phorbol-12,13 dibutyrate, 1nM a 3,5 μM), um agonista da PKC90. Anticorpos 

neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 foram transfectados com a técnica de chariot 

(descrita acima) e utilizados para avaliar a participação de STIM1 e Orai1 na 

contração em resposta  a ativação da PKC. 
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4.6 Extração de RNA, síntese de cDNA e transcrição reversa e reação em 
cadeia da polimerase em tempo real 

RNA total foi extraído de aortas sem endotélio, utilizando-se um kit comercial 

para extração de RNA (RNeasy kit  - Qiagen Sciences, MD, USA). A quantidade, 

integridade e pureza das amostras de RNA foram determinadas em 

espectrofotômetro NanoDrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Um 

μg de RNA total foi utilizado para a transcrição reversa num volume final de 50μL, 

usando-se o kit de alta capacidade de cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). Em seguida, o produto de cDNA foi armazenado em temperatura de -20ºC. 

Sondas de RNAm para STIM1 (cat# Rn00968446_m1) e Orai1 (cat# Rn 

02397170_m1) foram obtidas através da Applied Biosystems. A reação em cadeia 

da polimerase em tempo real foi realizada usando-se o sistema de PCR em tempo 

real rápido 7,500 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) num volume total de 

20μL seguindo-se o protocolo indicado pelo fabricante e utilizando o reagente 

TaqMan® para PCR universal rápido (2X) (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) e 0,1 μM de cada sonda. Para verificar a especificidade das sondas, amostras 

controle negativo contendo água ao invés de cDNA foram utilizadas para todas as 

sondas. Cada amostra foi normalizada com base no RNA ribossômico 18S. A 

quantificação de RNA ribossômico 18S foi realizada com o reagente de RNA 

ribossômico TaqMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), seguindo-se o 

protocolo indicado pelo fabricante. A expressão gênica relativa foi normalizada por 

um calibrador escolhido como sendo a condição basal (grupo controle) para cada 

ponto de tempo. Os resultados foram calculados pelo método ∆∆CT e expressos 

como vezes de mudança (X-mudança) na expressão gênica relativa ao RNA 

ribossômico 18S e ao calibrador da seguinte forma:   

X-mudança=2-(∆CT da amostra- ∆CT do calibrador), onde o parâmetro CT (limiar) é 

definido como o número fracional de ciclos no qual o sinal detector da reação de 

PCR ultrapassa um limiar fixo. Os valores de ∆CT das amostras e do calibrador 

foram determinados subtraindo o valor médio de CT do transcrito sob investigação 

do valor médio de CT do gene 18S rRNA de cada amostra. 
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4.7  Western blotting 
 Aortas foram dissecadas e homogeneizadas em um tampão de lise contendo 

um coquetel de inibidores de proteases ([4-{2-aminoetil} fluoreto de benzenosulfonil, 

pepstatina A, E-64, bestatina, leupeptina e aprotinina]; Sigma Aldrich) usando-se um 

homogeinezador mecânico de tecidos. O ensaio de BCA (Bicinchoninic Acid Assay, 

Thermo Scientific) foi utilizado para medir a concentração de proteína. Um total de 

40 μg de proteínas foi carregado em gel SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide gel) 10% e, em seguida, as proteínas foram transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose. Após bloqueio dos sítios inespecíficos com leite 

desnatado (5%), as membranas foram incubadas individualmente, com anticorpo 

primário policlonal anti-Orai1 (ProSci), anti-STIM1 (ProSci), anti-Ca2+-ATPase2 (Cell-

signaling) ou anti-PKC-alpha (Cell-signaling), na diluição de 1:1000. As incubações 

foram realizadas por um período de 20 horas a temperatura de 4ºC. Após esta 

incubação, as membranas foram lavadas por quinze minutos, 3 vezes, com tampão 

Tris contendo Tween [Tris-Buffered Saline Tween-20, TBS-T (100 mL de TBS 10X; 1 

mL de Tween 20 e água destilada q.s.p. 1 L)] e incubadas com o anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho marcado com peroxidase (GE Healthcare) durante 1 

hora, na diluição de 1:2000, sob a agitação e à temperatura ambiente. As 

membranas foram lavadas novamente com TBS-T, 3 vezes por quinze minutos 

cada, e a detecção foi realizada com kit de quimioluminescência (PIERCE). Por fim, 

as membranas foram expostas a uma chapa de filme fotográfico para verificação da 

presença de bandas. A intensidade das bandas foi avaliada por análise 

densitométrica utilizando o software Un-Scan-It (Silk Scientific, Inc., Orem Utah, 

Estados Unidos). Correções foram realizadas pela expressão de β-actina (Sigma – 

1:1000; anti-β-actina, produzido em camundongo). 

 

4.8 Ensaio de imunofluorescência 
A expressão protéica de STIM1 e Orai1 em aortas sem endotélio 

(mecanicamente removido), provenientes de machos e fêmeas SHRSP e WKY, foi 

determinada por ensaio de imunofluorescência. Aortas foram congeladas em meio 

para congelamento de tecido para corte histológico OCT (optimal cutting 

temperature), mantidas a -80°C para posterior obtenção de cortes histológicos. Os 

cortes histológicos foram colocados em lâmina de vidro, circulados com uma caneta 

hidrofóbica e lavados com tampão fosfato salina (PBS) contendo Triton 0.2% (PBS-
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T), por 3 vezes durante 5 minutos cada, em temperatura ambiente e posteriormente 

fixados em acetona por 5 minutos, a -20°C. Os sítios inespecíficos foram bloqueados 

com solução de PBS contendo albumina de soro bovino 1% (PBS-T/BSA), por 10 

minutos em temperatura ambiente. A expressão protéica de STIM1 e Orai1 foi 

determinada pela incubação simultânea dos cortes com anti-STIM1 (1:100; 

policlonal, produzido em coelho, ProSCi) e anti-Orai1 (1:100; policlonal, produzido 

em camundongos, Abcam), a 4ºC, durante 12 horas. Os cortes histológicos foram 

mantidos em temperatura ambiente por 30 minutos, lavados 3 vezes com PBS-T, por 

5 minutos e incubados simultaneamente com anticorpos secundários anti-

camundongo, produzido em cabra [Flúor 588, (1:1000, fluorescência verde; 

Invitrogen)] e com anti-coelho, produzido em cabra [Alexa Flúor 568 (1:1000, 

fluorescência vermelha; Invitrogen)], seguido por nova lavagem com TBS-T 3 vezes 

por 5 minutos. A adição de anticorpos primários foi omitida em lâminas controle 

negativo. Imagens foram captadas por microscopia confocal (LSM 510 Meta 3.2, 

Zeiss) com capacidade de aumento de 10x a 40x.  

 

4.9 Medida hormonal   
As medidas hormonais de estradiol, progesterona e testosterona foram 

realizadas no plasma. O sangue foi obtido por punção cardíaca e acondicionado em 

tubos Falcon® contendo heparina. Em seguida, o sangue foi centrifugado (10000rpm, 

10 minutos) e o plasma coletado e armazenado em freezer -80°C, para uso 

posterior.  

As medidas hormonais foram realizadas por kit de radioimunoensaio: estradiol 

(cat # DSL48000), progesterona (cat # DSL 3400) e testosterona (cat # DSL4100). 

Todos os kits foram provenientes da Diagnostic Systems Laboratories (Webster, 

Texas). 

 

4.10 Atividade da PKC 
Inicialmente, as aortas foram submetidas a um protocolo de 

imunoprecipitação. Foram homogeinizadas em tampão de lise (20 mM Tris–HCl, pH 

7,4; 5 mM Na4P2O7; (difosfato de sódio);  100 mM NaF (fluoreto de sódio); 2 mM 

Na3VO4 (ortovanadato de sódio); 1% NP-40 (nonyl phenoxylpolyethoxylethanol); e 1 

mM PMSF (fluoreto de fenilmetanosulfonil). Esta mistura foi sonicada e restos de 

tecido e células removidos por centrifugação (12000 rpm, 20 minutos – 4 °C). O 
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sobrenadante foi coletado e quantificação de proteína foi realizada por método 

colorimétrico BCA (Thermo Scientific). O volume equivalente a 500µg de proteína 

(total) foi  incubado com 2µg de anticorpo anti-PKCα (Abcam) e 40µl de proteína A/G 

mais agarose (Santa Cruz Biotechnology) por 12 horas a 4°C em constante rotação. 

O produto da imunopreciptação foi ressuspenso e homogeinizado em 20 µl de 

tampão de amostra (50 mM Tris-HCl, 50 mM β-mercaptoetanol, 10 mM EGTA, 10 

mM benzamidina, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 7.5). Somente 12 µl dessa mistura 

foram utilizados para verificar a atividade da PKCα, através de um kit comercial 

(ensaio para proteina kinase –Calbiochem, #539484). Este é um kit não radioativo, 

baseado no método de ELISA para detecção. Um falso substrato (peptídeo) que 

pode ser fosforilado por PKCs recobre o fundo da placa de ensaio (96 poços). O 

produto da imunopreciptação (12 µl) foi misturado com o tampão de ensaio e co-

fatores em poços individuais da placa de ensaio, conforme especificação do 

fabricante. A PKCα presente no produto da imunoprecipitação fosforila pelo o 

substrato. Logo após, um anticorpo monoclonal biotinilado reconhece a forma 

fosforilada do falso substrado que foi adicionado ao ensaio, proporcionando uma 

modificação na coloração do líquido presente nas placas. Neste caso, a atividade da 

PKC é diretamente proporcional à intensidade da cor. A leitura foi feita em 492nm. 

Os resultados foram expressos como vezes de mudança em relação ao grupo 

controle (WKY). 

 

4.11 Análise estatística 
As respostas contráteis foram expressas como o delta de força desenvolvida 

em relação à linha de base, e são apresentadas como milinewtons (mN), para um 

número de animais (n=) utilizado em cada experimento. Normalização por PE foi 

utilizada nos experimentos referentes aos itens 2 e 3 dos objetivos. Neste caso, a 

contração por PE (1μM), no início do protocolo, foi considerada como 100% da 

resposta contrátil.  

As respostas contráteis para PDBu, referentes ao objetivo 4, foram 

representadas em uma curva, utilizando-se o programa Prisma  (Graph Pad Prism 

5.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A potência do agonista e a 

resposta máxima foram expressas como pD2 (logarítimo negativo da concentração 

molar que produz 50% da resposta máxima) e Emax (máximo efeito produzido pelo 
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agonista), respectivamente. Curvas sigmoidais foram traçadas para a determinação 

dos valores de pD2
 para PDBu.  

Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão médio (EPM). 

Diferenças estatísticas foram calculadas por ANOVA (Bonferroni foi adotado como 

pós-teste) ou test t, quando apropriado, utilizando-se o programa Prisma. P<0,05 foi 

considerado como significativo.  
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5 RESULTADOS  
Os resultados encontram-se apresentados separamente, de acordo com os 

objetivos propostos.   

 

5.1 Resultados referentes ao item 1 dos objetivos: 
No presente estudo, testamos a hipótese de que a vasculatura de ratos 

hipertensos apresentaria aumento da resposta contrátil ao Ca2+, primariamente 

devido a diferenças em mecanismos que controlariam a captação de Ca+2, STIM1 e 

Orai1.  

O desenho experimental utilizado foi similar ao demonstrado na figura  3. 

Utilizamos machos normotensos (WKY) e hipertensos (SHRSP) para a realização 

desses experimentos. 

 

a) Efeito da hipertensão arterial sobre o peso corporal e pressão arterial caudal: 

O peso corporal dos machos SHRSP foi menor (296±6,1g; n=15 p<0,001), 

quando comparado ao de machos WKY (345±5,2g; n=15). Os machos SHRSP 

apresentaram aumento dos níveis de pressão arterial sistólica (mmHg) quando 

comparados com seus controles normotensos (211±7,6, n=15; vs. 119±1,8, n=15; 

respectivamente – p<0,001).  

 

b) Protocolo para avaliação do influxo de Ca2+ em machos hipertensos: 

A figura  4 ilustra os registros típicosdo protocolo para avaliação da contração 

em resposta ao influxo Ca2+ após a depleção dos estoques intracelulares de Ca2+, 

realizado em aortas de machos WKY (Figura  4A e C) e SHRSP (Figura  4B e D), na 

ausência (A e B) e na presença (C e D) de tapsigargina. 

PE produziu contração na presença de tampão contendo Ca2+. Essa 

contração foi maior em aorta de machos SHRSP do que em aorta de machos WKY 

(20,8±1,7mN e 15,6±2,7mN, respectivamente; n=12).   



Figurra 4 – Traça
cont
de C
estim
soluç
acid 
perío
taps
repre
minu
med
fisiol
(20m
cont
func

 

ados típicos
ração em re

Ca2+. Anéis d
mulados com
ção livre de
(EGTA), co

odo de deple
igargina (10
eenchidos, a
utos. A respo
ida funciona
ógica livre d

mM), com o 
ração rápida
ional da cap

s da contraç
esposta ao in
de aorta de m
m PE (1µM) p
e Ca2+ com 
m o objetivo
eção, as arté
0µM). Após 
através da a
osta contrát

al para o influ
de Ca2+ e, ap

intuito de d
a e transitória
acidade do R

ção em resp
nfluxo de Ca
machos WKY
por 15 minuto

ethylene g
o de depleta
érias foram i

a depleção
adição de s
il durante o 
uxo de Ca2+.
pós dois min
depletar os 
a. A magnitud
RS em recap

posta ao inf
a2+ após a d
Y (A, C) e S
os. As aortas
lycol-bis(2-a
r os estoque
ncubadas co
o, os estoq

solução fisiol
período de 
 A solução f
nutos, as ao
estoques de
de desta res

ptar Ca2+.  

fluxo de Ca
epleção dos
HRSP  (B, D
s foram lava
minoethyleth
es intracelula
om (A, B) ve
ques intrace
lógica com 
repreenchim

fisiológica foi
rtas foram e
e Ca2+ do R
sposta final fo

2+.  Os traço
s estoques in
D), sem endo
adas e mantid
her)-N,N,N′,N
ares de Ca2+

eículo (DMSO
elulares de 
1,6mM de C

mento foi uti
i substituída 

estimuladas c
RS, resultan
oi utilizada c

46

 
os ilustram a
ntracelulares
otélio, foram
das em uma

N′-tetraacetic
+. Durante o
O) ou (C, D)
Ca2+ foram

Ca2+ por 15
lizada como
por solução

com cafeína
do em uma
omo medida

6 

a 
s 

m 
a 
c 
o 
) 

m 
5 
o 
o 
a 
a 
a 



47 

c) Contração vascular durante o período de influxo de Ca2+ em aorta de machos 

hipertensos: 

A contração durante o período de influxo de Ca2+ está aumentada nas aortas 

de machos SHRSP quando comparada a aquela em artérias de machos WKY 

(10.0±0.9mN,  4.8±1.0mN, respectivamente; n=6 – p<0,01) – (Figura  5A). 

Como pode ser visto na figura  5B, a incubação com tapsigargina aumentou 

as contrações durante o período de influxo de Ca2+ nas aortas de ambos os grupos. 

Entretanto, as contrações continuaram maiores em aortas de machos SHRSP  

(16,5±0,9 SHRSP vs. 10,7±1,0mN WKY, n=6 – p<0,001). 

Considerando que a contração observada neste protocolo está diretamente 

associada as concentrações intracelulares de Ca2+, esses dados demonstram que o 

influxo de Ca2+, em condições onde o RS está vazio, encontra-se aumentado em 

aortas de machos SHRSP, comparados a WKY.  

 

d) Efeito do bloqueio dos canais CRAC com 2-APB e Gd3+ sobre a contração 

vascular durante o período de influxo de Ca2+: 

A inibição dos canais CRAC com 2-APB (100μM) e Gd3+ (100μM) diminuiu 

significativamente as contrações induzidas pelo influxo de Ca2+ em aortas de 

machos SHRSP, mas não em aortas de WKY (Figura  5A). O bloqueio dos canais 

CRAC aboliu as diferenças na resposta de contração entre os grupos. 

A inibição dos canais CRAC com 2-APB e Gd3+ simultaneamente ao bloqueio 

da Ca2+-ATPase do RS pela tapsigargina (10μM), diminuiu significativamente as 

contrações durante o período de influxo de Ca2+ tanto  em WKY como em SHRSP, 

abolindo as diferenças entre os grupos (Figura  5B). 

Coletivamente, esses resultados sugerem que a ativação dos canais CRAC 

está aumentada em aortas de machos  hipertensos, contribuindo para o aumento de 

influxo de Ca2+.  
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A)              B) 

 
 

 
 

 

 

Figura  5 –  A inibição dos canais CRAC preveniu parcialmente a contração durante o período 
de influxo de Ca2+ e aboliu as diferenças na contração (tônus espontâneo) entre 
artérias de machos SHRSP e WKY.  A) A contração durante o período de influxo de 
Ca2+, que é maior em aortas de SHRSP (barras pretas, n=6) comparada àquela em 
WKY (barras brancas, n=6), foi significativamente inibida depois do bloqueio com 2-
APB e Gd3+. B) O tratamento com tapsigargina resultou em aumento da contração 
durante o período de influxo de Ca2+ nos grupos experimentais. O bloqueio com 2-APB 
e Gd3+ diminuiu as contrações e aboliu as diferenças entre os grupos. Valores são 
expressos como média±EPM. * P< 0,05 vs. WKY. † P< 0,05 vs. DMSO. 
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e) Efeito dos anticorpos neutralizantes contra STIM1 e Orai1 sobre a resposta 

contrátil durante o influxo de Ca2+ em aorta de machos hipertensos e normotensos:  

A internalização dos anticorpos anti-Orai1 e anti-STIM1 resultou na 

diminuição da contração durante o período de influxo de Ca2+ em ambos os grupos, 

indicando que a ativação de STIM1 e Orai1 contribui para a entrada de Ca2+, via 

CRAC/SOCE, mesmo em condições fisiológicas (Figura  6A). Após a neutralização 

de STIM1 e Orai1, a resposta contrátil durante o período de influxo de Ca2+ em 

aortas de SHRSP foi similar a aquela do grupo controle (Figura  6A). 

Resultados similares foram observados quando anticorpos neutralizantes anti-

Orai1 e anti-STIM1 foram utilizados juntamente com tapsigargina (10μM). Nestas 

condições, observou-se a diminuição da resposta contrátil frente ao influxo de Ca2+ 

(Figura  6B). A única exceção foi observada em aortas de machos WKY, incubados 

com anticorpo anti-Orai1 e tapsigargina, onde a diminuição da contração não foi 

significativa.    

Vasos incubados com chariot vazios (vasos incubados com todos os 

reagentes usados no protocolo do chariot com exceção do anticorpo), assim como a 

adição de um anticorpo inespecífico (anti-IgG de camundongo) ao chariot, foram 

utilizados como controles adicionais e não produziram qualquer efeito sobre a 

contração durante o influxo de Ca2+, sendo que essa contração foi  semelhante a 

aquelas observadas em aortas incubadas com DMSO (quando comparado a seus 

respectivos grupos), demonstrando que o bloqueio proporcionado pelos anticorpos 

neutralizantes era específico. 

Esses dados reforçam a idéia de que o sistema STIM1/Orai1 encontra-se 

mais ativado, resultando em aumento do influxo de Ca2+, o que é traduzido em 

aumento da resposta contátil em aorta de machos SHRSP.   
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Figura 6 – Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 , internalizados com a técnica de 
chariot, preveniram parcialmente a contração durante o período de influxo de Ca2+. 
Anéis de aorta de machos WKY (barras brancas, n=5) e SHRSP (barras pretas, n=5), 
transfectados com anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1, demonstraram redução da 
contração durante o período de influxo de Ca2+, tanto na (A) presença de veículo ou (B) 
após tratamento com tapsigargina. Valores são expressos como média±EPM. * P< 0,05 
vs. WKY. † P< 0,05 vs. DMSO. 
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f)  Capacidade de recaptação de Ca+2 pelo RS: 

A capacidade funcional do RS em recaptar Ca2+ foi avaliada em aortas de 

machos WKY e SHRSP (parte 2 do protocolo demonstrado na Figura  3).  

  Aortas de machos SHRSP demonstraram aumento da contração estimulada 

por cafeína (20mM), quando comparadas a aortas de WKY. O bloqueio dos canais 

CRAC com 2-APB (100μM) e Gd3+ (100μM), resultou em uma diminuição da 

contração induzida por cafeína (20mM) tanto em machos WKY quanto em SHRSP 

(Figura  7A).  

O bloqueio da Ca2+-ATPase do RS com tapsigargina (10μM) resultou em 

diminuição da contração induzida por cafeína (20mM), tanto em aortas de machos 

WKY como SHRSP (Figura  6B). Entretanto, as contrações induzidas por cafeína 

(20mM) na presença de tapsigargina ainda foram maiores em aortas de machos 

SHRSP, quando comparadas aquelas em aortas de  WKY (Figura  7B).   

O bloqueio dos canais CRAC com 2-APB (100μM) e Gd3+ (100μM), 

simultaneamente com a inibição da Ca2+-ATPase (tapsigargina, 10μM), praticamente 

aboliu as contrações induzidas por cafeína (20mM) em ambos os grupos (Figura  

7B).  

Esses resultados demonstram que o RS de aorta de machos SHRSP 

apresenta maior capacidade de armazenamento de Ca2+ do que WKY e que a 

ativação dos canais CRAC contribuem para a reposição dos estoques de Ca2+ do 

RS. 
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g) Efeitos dos anticorpos neutralizantes na capacidade de recaptação de Ca+2 pelo 

RS: 

As aortas transfectadas com anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1 apresentaram 

contrações menores, em resposta à cafeína (20mM). As diferenças na contração 

induzida por cafeína (20mM) entre aortas de WKY e SHRSP foram abolidas após a 

transfecção com os anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1 (Figura  8A).  

A presença de tapsigargina promoveu redução das contrações induzidas por 

cafeína (20mM), tanto em vasos de SHRSP como WKY, e aboliu as diferenças 

encontradas entre os grupos (Figura  8B). Nessas condições, a transfecção de 

anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1 não resultou em efeitos inibitórios adicionais.  

Em conjunto, esses resultados demonstram que o RS de aorta de machos 

hipertensos apresenta maior capacidade de recaptação de Ca2+. É possível que 

esse fenômeno ocorra através de mecanismos que dependam do aumento do 

influxo de Ca2+, via maior ativação de STIM1 e Orai. 
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Figura 8 – Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1, internalizados com a técnica de 
chariot, preveniram parcialmente a contração induzida por cafeína.  Anéis de aorta 
de machos WKY (barras brancas, n=5) e SHRSP (barras pretas, n=5), transfectados com 
anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1, demonstraram redução da contração induzida por 
cafeína, tanto na (A) presença de veículo ou (B) depois do tratamento com tapsigargina. 
Valores são expressos como média±EPM. * P< 0,05 vs. WKY. † P< 0,05 vs. DMSO. 
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h) Expressão protéica e gênica e  localização de STIM1 e Orai1 em aortas de 

machos SHRSP:  

A expressão gênica e protéica, tanto de STIM1 como Orai1, encontra-se 

aumentada em aorta de machos SHRSP, quando comparada a aquela nos seus 

respectivos controles WKY (Figura  9).  

  
       A)                    B)
  

 

 
 

         C)                            D) 

 
 
Figura 9 – Aortas de machos SHRSP apresentam aumento dos níveis STIM-1 e Orai1 (RNAm e 

proteína). Gráficos de barras demonstrando que a expressão vascular de proteína (A, B) 
e RNAm (C, D) de STIM1 e Orai1 está aumentada em aortas de hipertensos, quando 
comparada aquelas em aortas de machos normotensos (n=6). * p<0,05 vs. WKY.  

 

STIM-1 - RNAm

WKY SHRSP
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*

Ve
ze

s 
de

 m
ud

an
ça

Orai-1 - RNAm

WKY SHRSP
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 *

Ve
ze

s 
de

 m
ud

an
ça

Orai-1

WKY SHRSP
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

*

Pr
ot

eí
na

 /
β-

ac
tin

a

STIM-1

WKY SHRSP
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
*

Pr
ot

eí
na

 /
β-

ac
tin

a

ORAI-1 

β-actina 

WKY SHRSP (+) WKY SHRSP (+) 

STIM-1 

β-actina 



56 

O ensaio de imunofluorescência demonstrou a expressão de STIM1 e Orai1 

em CMLV em aortas de WKY e SHRSP (Figura 10). Observou-se o aumento da 

expressão e da co-localização dessas proteínas em CMLV de machos SHRSP.    

 

 
 

Figura 10 – Aortas de machos SHRSP apresentam aumento dos níveis de STIM1 e Orai1. 
Ensaio de imunofluorescência realizado em aortas de machos. Os segmentos 
vasculares foram incubados com anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1 e contra-marcados 
com  anticorpo secundário (n=4).  

 

 

Nossos resultados referentes ao item 1 dos objetivos demonstram que o 

aumento da ativação de CRAC/Orai1 em artérias de machos hipertensos, assim 

como o aumento da ativação de STIM1, contribuem para o aumento do influxo de 

Ca2+ e para o aumento da recaptação de Ca2+ pelo RS, resultando no aumento da 

resposta contrátil e maiores estoques de Ca2+ intracelular, respectivamente. 

WKY 

SHRSP 

Orai1STIM1 Sobreposição
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5.2 Resultados referentes ao item 2 dos objetivos: 
A segunda hipótese testada no presente estudo foi que a proteção vascular 

conferida à fêmeas hipertensas resultaria em parte da ativação diferencial das 

proteínas STIM1 e Orai1, culminando em menor influxo de Ca2+ e menor resposta 

contrátil em fêmeas.  

O desenho experimental utilizado foi similar ao demonstrado na figura  3. 

Utilizamos machos e fêmeas normotensos (WKY) e hipertensos (SHRSP), para a 

realização desses experimentos. 

 

a) Diferenças sexuais na pressão arterial sistólica: 

Machos SHRSP apresentaram aumento dos níveis de pressão arterial 

sistólica (mmHg) quando comparados com seus controles normotensos WKY 

(233,5±10; n=8 vs 115,7±2.4; n=8; respectivamente; p<0,001). Em fêmeas SHRSP, 

a pressão arterial sistólica também encontrava-se aumentada (168,4±4.3; n=8 – 

p<0,001) quando comparada a aquela em fêmeas normotensas (115,7±2.4; n=8). 

Entretanto, fêmeas hipertensas apresentaram pressão arterial sistólica 

significativamente menor, quando comparadas aos machos hipertensos (p<0,001). 

Não foram observadas diferenças na pressão arterial sistólica entre machos e 

fêmeas WKY.  

 

b)   Resposta contrátil durante o período de influxo de Ca2+ em aortas de machos e 

fêmeas hipertensos.  

O desenho experimental utilizado para os experimentos referentes ao objetivo 

específico 2 foi similar ao demonstrado na figura  3 (parte 1). Entretanto, utilizamos 

machos e fêmeas normotensos (WKY) e hipertensos (SHRSP) para a realização 

desses experimentos.  

A contração induzida por PE foi maior em machos SHRSP comparados a 

machos WKY (24,4±1,2mN e 21,2±.0,9mN; respectivamente, n=6) ou fêmeas 

SHRSP e WKY (18,5±2,3mN e 16,95±1,8mN; respectivamente n=6).  

Aortas de machos SHRSP demonstraram maior contração durante o período 

de influxo de Ca2+, quando comparadas a de machos WKY. Não foram observadas 

diferenças na contração entre fêmeas SHRSP e WKY. Aortas de fêmeas SHRSP 

apresentaram menor contração durante o período de influxo de Ca2+, quando 

comparadas a aortas de machos SHRSP. Não foram observadas diferenças na 
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contração durante o período de influxo de Ca2+ entre aortas de machos e fêmeas  

WKY (Figura  11). 

A incubação das aortas com tapsigargina (10μM) aumentou as contrações 

durante o período de influxo de Ca2+ em todos os grupos experimentais. A diferença 

na força de contração entre aortas de machos SHRSP e WKY persistiu após 

incubação com tapsigargina, assim como as diferenças entre machos e fêmeas 

SHRSP (Figura  11). 

Esses dados demonstram que fêmeas SHRSP possuem proteção vascular, 

no que se refere a contração em resposta ao aumento do influxo de Ca2+, observado 

em aorta de machos SHRSP em condições de depleção dos estoques de Ca2+ do 

RS. 
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Figura 11 –  O bloqueio da Ca2+-ATPase do RS com tapsigargina aumentou a contração 

durante o período de influxo de Ca2+ em aortas de machos e fêmeas  SHRSP e 
WKY.  A contração durante o período de preenchimento de Ca2+ é menor em aortas 
de fêmeas SHRSP comparada a aquela em aortas de machos SHRSP. Valores 
estão expressos como média±EPM; n=6 para cada experimento.  * P< 0,05 vs. 
respectivo WKY. † P< 0,05 vs. respectivo DMSO. ‡ P<0,05 vs. respectivo macho. 
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c) Efeito do bloqueio dos canais CRAC sobre as diferenças sexuais na contração 

durante o período de influxo de Ca2+: 

A inibição dos canais CRAC com 2-APB (100μM - figura  12A) e Gd3+ (100μM 

- figura  12B) diminuiu a contração em resposta ao influxo de Ca2+ em aortas de 

machos SHRSP, mas não em machos WKY. Em fêmeas, foi observada a diminuição 

da resposta de contração durante o período de influxo de Ca2+, tanto em fêmeas 

SHRSP como WKY. As diferenças sexuais na contração persistiram mesmo após o 

bloqueio de canais CRAC.   

Quando a inibição dos canais CRAC com 2-APB (100μM) e Gd3+ (100μM) foi  

realizada simultaneamente com tapsigargina, observou-se uma diminuição 

siginificativa na contração durante o influxo de Ca2+ nas aortas de todos os grupos 

experimentais (Figura  12C e D).  Nestas condições, as diferenças sexuais 

observadas na contração em resposta ao influxo de Ca2+ foram abolidas. 

Esses resultados demonstram que a ativação dos canais CRAC contribui para 

as diferenças sexuais na resposta contrátil durante o influxo de Ca2+.  
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Figura  12 – Artérias de machos SHRSP apresentaram resposta contrátil aumentada ao Ca2+ 
quando comparadas a fêmeas SHRSP. O bloqueio de canais CRAC diminuiu a 
resposta contrátil vascular ao Ca2+. Respostas contráteis durante o período de influxo 
de Ca2+, que são menores em aorta de fêmeas do que machos SHRSP, são atenuadas 
pela inibição farmacológica dos canais CRAC, com 2-APB (100μM) ou Gd3+ (100μM). 
Experimentos realizados na (A-B) ausência ou (C-D) presença de tapsigargina (10μM). 
Valores são expressos como média±EPM; n=6 para cada experimento.  * P< 0,05 vs. 
respectivo WKY. † P< 0,05 vs. respectivo DMSO. ‡ P<0,05 vs. respectivo macho. 
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d) Efeito dos anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 sobre as diferenças 

sexuais durante o período de influxo de Ca2+: 

Quando a técnica de chariot foi utilizada para internalizar anticorpos 

neutralizantes contra STIM1 e Orai1, observamos que o bloqueio de Orai1  e STIM1 

foi capaz de reduzir as contrações durante o influxo de Ca2+ em aortas de machos 

SHRSP e WKY, asim como em aortas de fêmeas SHRSP (Figura  13A-B). A 

transfecção de anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1 aboliu as diferenças sexuais na 

contração durante o influxo de Ca2+ entre os grupos experimentais. Não foram 

observadas diferenças na contração em aortas de fêmeas WKY. 

Resultados similares foram encontrados quando a transfecção de anticorpos 

anti-STIM1 e anti-Orai1 foi realizada simultaneamente com o bloqueio da Ca2+-

ATPase do RS (tapsigargina - figura  13C-D). Nesta condição, os anticorpos 

neutralizantes inibiram o influxo de Ca2+ em aorta de fêmeas WKY.  

Coletivamente, esses resultados demonstram que o aumento da ativação de 

Orai1/STIM1 contribui para o aumento do influxo de Ca2+ em aortas de machos 

SHRSP, sendo assim um possível mecanismo que contribui para as diferenças 

sexuais na contração em resposta ao Ca2+.  
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Figura  13 - Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1, internalizados com a técnica de 

chariot, preveniram parcialmente a contração durante o período de influxo de 
Ca2+. Anéis de aorta de machos e fêmeas  WKY e SHRSP, transfectados com 
anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1, demonstraram redução da contração durante o 
período de influxo de Ca2+. Experimentos realizados na ausência (A-B) ou presença (C-
D) de tapsigargina (10μM). Valores estão expressos com média±EPM; n=6 para cada 
experimento. * P< 0,05 vs. respectivo WKY. † P< 0,05 vs. respectivo DMSO. ‡ P<0,05 
vs. respectivo macho. 
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e) Diferenças sexuais na capacidade de recaptação de Ca+2 pelo RS: 

A capacidade funcional do RS em recaptar Ca2+ foi avaliada em aortas sem 

endotélio de machos e fêmeas  WKY e SHRSP (como demonstrado na parte 2 do 

protocolo descrito na figura  3). 

Aortas de machos SHRSP apresentaram aumento da contração estimulada 

por cafeína, quando comparadas a aortas de machos WKY. Resultados similares 

foram encontrados em fêmeas SHRSP (Figura  14).  Não observamos diferenças na 

liberação de Ca2+ em resposta a cafeína entre machos e fêmeas SHRSP. 

A presença de tapsigargina promoveu redução das contrações induzidas por 

cafeína (20mM), tanto em vasos de machos quanto de fêmeas SHRSP e WKY.  

Esses dados mostram que aortas de animais hipertensos apresentam 

aumento na recaptação de Ca2+ pelo RS, independentemente do sexo, embora 

diferenças sexuais sejam observadas durante a contração no período de influxo de 

Ca2+.  
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Figura 14 – Não foram observadas diferenças sexuais na capacidade de recaptação de Ca+2 
pelo RS.  Anéis de aorta de machos e fêmeas  SHRSP apresentaram aumento da 
contração induzida por cafeína. Valores estão expressos como média±EPM; n=6 para 
cada experimento. * P< 0,05 vs. respectivo WKY. † P< 0,05 vs. respectivo DMSO.  
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f) Efeito dos anticorpos neutralizantes sobre as diferenças sexuais na capacidade 

de recaptação de Ca+2 pelo RS: 

A transfecção de anticorpos anti-Orai1 reduziu a contração à cafeína, em 

aortas de machos SHRSP.  Resultados similares foram encontrados em aortas de 

fêmeas SHRSP, mas não em fêmeaas WKY (Figura  15A-B).  

Esses resultados demonstram que Orai1/STIM1 contribuem para o aumento 

da recaptação de Ca2+ pelo RS em aorta de animais hipertensos (fêmeas ou 

machos), embora não existam diferenças sexuais neste evento.  

 
 

 
                                  

 

             
 

 
 
 
Figura 15 – Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1, internalizados com a técnica de 

chariot, preveniram a contração induzida por cafeína.  Anéis de aorta de machos e 
fêmeas  WKY e SHRSP, transfectados com anticorpos (A) anti-STIM1 e (B) anti-Orai1, 
demonstraram redução da contração induzida por cafeína, Valores estão expressos 
como média±EPM; n=6 para cada experimento. * P< 0,05 vs. respectivo WKY. † P< 0,05 
vs. respectivo DMSO.  
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g) Diferenças sexuais na expressão de Ca2+-ATPase no RS: 

Observamos que a expressão da Ca2+-ATPase 2 encontra-se reduzida em 

aortas de machos SHRSP, quando comparada a aquela em aortas de machos WKY. 

Resultados similares foram encontrados em aortas de fêmeas SHRSP, quando 

comparadas a fêmeas WKY. Entretanto, Ca2+-ATPase 2 está mais expressa em 

aortas de fêmeas SHRSP, quando comparadas a machos SHRSP (p<0,05) (Figura  

16).  

Esses dados demonstram que a expressão de Ca2+-ATPase é inversamente 

proporcional ao influxo de Ca2+, possivelmente através de mecanismos 

compensatórios.  

 

 
 

            
 

 

Figura  16 – Aortas de fêmeas apresentam aumento da expressão vascular de Ca2+-ATPase2, 
comparadas a machos. Acima, imagens representativas de western blot  e abaixo, 
gráficos de barras demonstrando a expressão vascular de Ca2+-ATPase2. Valores 
normalizados pela expressão de β-actina, n=6 para cada experimento. * P< 0,05 vs. 
respective WKY. † P< 0,05 vs. respectivo macho (macho WKY ou macho SHRSP).  
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h) Expressão protéica e localiação de STIM1 em aortas: 

A expressão protéica, tanto de STIM1 quanto de Orai1, encontra-se 

aumentada em aortas de machos SHRSP, comparados com WKY. A expressão de 

STIM1, mas não de Orai1, foi maior em fêmeas SHRSP do que em fêmeas WKY.  O 

aumento da expressão vascular de STIM1 e Orai1 também foi observado em 

machos SHRSP, quando comparados com fêmeas SHRSP (Figura  17). 

 

 
 

 
 

Figura  17 – Aortas de fêmeas SHRSP apresentam redução da expressão vascular de STIM1 e 
Orai1 comparadas a machos SHRSP. Acima, imagens representativas de western 
blot  e abaixo, gráficos de barras demonstrando que a expressão vascular de STIM1 e 
Orai1 é menor em fêmeas SHRSP, quando comparada a machos SHRSP. Valores 
normalizados pela expressão de B-actina, n=6 para cada experimento. * p<0,05 vs. 
respectivo grupo controle, ‡ p<0,05 vs. respectivo grupo de machos.  
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O ensaio de imunofluorescência confirmou a localização de STIM1 e Orai1 

em CMLV, além de confirmar o aumento de STIM1 e Orai1, em aortas de SHRSP, 

comparadas com aortas de WKY, tanto em machos quanto em fêmeas. Entretanto, a 

expressão de STIM1 e Orai1  foi significativamente menor em fêmeas do que em 

machos hipertensos (Figura  18). 

 

 
 

 
Figura 18 – Aortas de machos SHRSP apresentam aumento dos níveis STIM-1 e Orai1, 

comparadas a aortas de fêmeas SHRSP. Imunohistoquimica realizada em aortas de 
machos e fêmeas, hipertensos e normotensos. Os segmentos vasculares foram 
incubados com anticorpos anti-STIM1 e anti-Orai1 e contra marcados com  anticorpo 
secundário (n=4).  

 

Coletivamente, estes resultados do item 2 dos objetivos reforçam a nossa 

hipótese da ativação diferencial de STIM1/Orai1 em aortas de machos e fêmeas 

hipertensos. Essas diferenças sexuais se traduzem em aumento do influxo de Ca2+ 

em aorta de machos SHRSP, assim como no aumento da contração vascular, 

embora não influenciem a capacidade do RS em recaptar Ca2+.   
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5.3 Resultados referentes ao item 3 dos objetivos 

Neste item, testamos a hipótese de que os hormônios sexuais conferem 

proteção à vasculatura de fêmeas, através de mecanismos modulatórios da via 

STIM1/Orai1. 

O desenho experimental utilizado foi similar ao demonstrado na figura  3. 

Utilizamos fêmeas normotensas (WKY) e hipertensas (SHRSP), ovariectomizadas 

bilateralmente (OVX) ou não (sham) para a realização desses experimentos. 

 

a) Efeito da ovariectomia sobre o peso corporal e peso seco do ovário, em fêmeas 

WKY e SHRSP: 

Fêmeas WKY e SHRSP submetidas à ovariectomia apresentaram aumento 

do peso corporal quando comparadas aos seus respectivos controles (256±3,6g 

WKY OVX vs. 214±1,5g WKY sham; – p<0,001) e (238±5,3g SHRSP OVX vs.  

218±4,9g  SHRSP sham; – p<0,05). Observou-se que fêmeas SHRSP OVX 

ganharam menos peso (20±5g, p<0,001) do que fêmeas WKY OVX  (42±2g). 

Entretanto, não foram observadas diferenças de peso entre fêmeas WKY e SHRSP 

sham. 

O peso seco do ovário encontrava-se reduzido nas fêmeas submetidas à 

ovariectomia, tanto no grupo das fêmeas normotensas (40±0,5mg WKY OVX vs. 87 

±0,3mg WKY sham; p<0,01), quanto no grupo de fêmeas hipertensas (53±0,9mg 

SHRSP OVX vs. 118±0,9mg SHRSP sham – p<0,001). Não foram observadas 

diferenças no peso seco do ovário em fêmeas WKY comparadas com fêmeas 

SHRSP (sham ou OVX). 

 

b) Eficiência da ovariectomia bilateral: 

Observamos diminuição dos níveis de estradiol (p<0.01) e aumento dos níveis 

de progesterona (p<0.01) em fêmeas SHRSP sham, quando comparadas a WKY 

sham. Não foram detectadas diferenças nos níveis de testosterona nessas 

condições. Quando as fêmeas dos dois grupos experimentais foram submetidas à 

ovariectomia, observou-se redução de todos os hormônios medidos. Além disso, a 

ovariectomia aboliu a diferença nos níveis de estradiol e progesterona entre WKY e 

SHRSP (Tabela 2).  

Em conjunto, esses resultados demonstram que a ovariectomia foi eficiente, 

no que se refere à diminuição dos níveis hormonais.   
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Tabela 2 – Valores de hormônios sexuais no plasma de fêmeas WKY e SHRSP, 
sham ou OVX. Valores (pmol) estão expressos como média±EPM; n=3-4 para cada 
experimento. *P< 0,05 vs.respectivo WKY.  † P< 0,05 vs. respectivo Sham.  

 
 WKY sham SHRSP sham WKY OVX SHRSP OVX 

Estradiol 16,06±1,4 9,97±0,2* 5,66±0,7† 4,86±1,2† 

Progesterona 27,17±2,3 35,21±7,3* 16,4±0,78† 10,89±3,72† 

Testosterona 0,16±0,03 0,22±0,02 0,02±0,01† 0,02±0,001† 

 

 

c) Efeitos da ovariectomia no controle da pressão arterial sistólica: 

Após 12 semanas, observou-se aumento da pressão arterial sistólica nos 

grupos submetidos à ovariectomia, quando comparados aos seus respectivos 

controles (127,8±3,34 WKY OVX vs. 113±3,05 WKY sham; p<0,05) e (205,8±1,65 

SHRSP OVX vs. 184±3,9 SHRSP sham -  p<0,001).  Fêmeas SHRSP sham 

apresentam níveis elevados da pressão arterial sistólica em comparação com 

fêmeas WKY sham (p<0,001). As diferenças observadas na pressão arterial 

sistólica, entre as fêmeas SHRSP e WKY persistiram após a ovariectomia (p<0,001).  

Nossos dados demonstram que os hormônios sexuais contribuem para o 

controle da pressão arterial, uma vez que a ovariectomia aumentou a pressão 

sistólica nos dois grupos experimentais.  

 

d)  Modulação do influxo de Ca2+ pela ovariectomia: 

Inicialmente, aortas foram estimuladas com PE (1uM) até que a contração 

atingisse o platô (19,1±1,8mN em SHRSP sham; 17,2±.0,4mN em WKY sham; 

21,7±1,6mN em SHRSP OVX; e 18,7±2,8mN em WKY OVX; n=6).  

A ovariectomia não afetou a contração durante o período de influxo de Ca2+ 

em nenhum dos grupos experimentais (Figura  19A). Entretanto, na presença de 

tapsigargina (10μM), observou-se que fêmeas SHRSP OVX demonstraram aumento 

da contração no período de influxo de Ca2+, quando comparadas a WKY OVX 

(Figura  19B). Nestas condições, não foram observadas diferenças na contração 

entre os demais grupos experimentais. 
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Esses resultados demonstram que os hormônios sexuais contribuem para a 

regulação do influxo de Ca2+ em aorta de fêmeas hipertensas, em condições onde 

os estoques de Ca2+ do RS encontram-se vazios.  

 

 

                A               B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       

    
Figura 19 – O bloqueio da Ca2+-ATPase do RS com tapsigargina aumentou a contração durante 

o período de influxo de Ca2+ em aortas de fêmeas SHRSP ovariectomizadas.  A) a 
contração durante o período de preenchimento de Ca2+ não é  diferente entre os grupos. 
Entretanto, após a incubação com tapsigargina (1µM), a contração foi maior em aortas 
de fêmeas SHRSP OVX,  comparada a aquela em fêmeas SHRSP sham. Valores estão 
expressos como média±EPM; n=5 para cada experimento.  * P< 0,05 vs. respectivo WKY 
(WKY OVX).  
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e) Efeitos da ovariectomia na modulação dos canais CRAC durante o período de 

influxo de Ca2+: 

A inibição dos canais CRAC com Gd3+ (100μM - figura  20), na presença de 

tapsigargina (1μM), diminuiu a resposta de contração da aorta durante o período de 

influxo de Ca2+ em todos os grupos experimentais.  Além disso, Gd3+ foi capaz de 

abolir as diferenças na força de contração encontradas entre as fêmeas SHRSP 

OVX e WKY OVX  (figura  20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

       

                         
 

 
 
 
 
Figura  20 - O bloqueio de canais CRAC, com Gd3+, na presença de tapsigargina, diminuiu a 

resposta contrátil vascular ao Ca2+, abolindo as diferenças encontradas entre 
aortas de fêmeas SHRSP OVX e sham. Anéis de aorta de fêmeas WKY e SHRSP, 
OVX ou sham, incubadas na presença de Gd3+ (100μ) e tapsigargina (10μM) 
demonstraram redução da contração durante o período de influxo de Ca2+. Valores 
estão expressos com média±EPM; n=5 para cada experimento. * P< 0,05 vs. 
respectivo WKY (WKY OVX).  † P< 0,05 vs. respectivo veículo.  
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f) Efeito dos anticorpos neutrazilantes sobre o influxo de Ca2+ em aorta de fêmeas 

ovariectomizadas: 

Quando a técnica de chariot foi utilizada para internalizar anticorpos 

neutralizantes contra STIM1 e Orai1, observamos que o bloqueio de Orai1 e STIM1 

foi capaz de reduzir as contrações durante o influxo de Ca2+ em aortas de todos os 

grupos experimentais (figura  21A-B).  

Resultados similares foram encontrados quando a transfecção de anticorpos 

anti-STIM1 e anti-Orai1 foi realizada simultaneamente com o bloqueio da Ca2+-

ATPase do RS (tapsigargina, 10μM). Neste caso, a transfecção de anticorpos anti-

STIM1 e anti-Orai1 aboliu as diferenças encontradas na contração durante o influxo 

de Ca2+ entre as fêmeas SHRSP OVX comparados a WKY OVX (figura  21C-D).  

Os hormônios sexuais parecem estar regulando negativamente o influxo de 

Ca2+ via STIM1/Orai1, em aorta de fêmeas hipertensas, uma vez que a ovariectomia 

resulta no aumento da resposta de contração, em condições onde o RS encontra-se 

depletado.   
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Figura 21 - Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1, internalizados com a técnica de 

chariot, aboliram as diferenças na contração durante o período de influxo de Ca2+. 
Anéis de aorta de fêmeas WKY e SHRSP,  OVX ou sham, transfectados com anticorpos 
anti-STIM1 e anti-Orai1, demonstraram redução da contração durante o período de 
influxo de Ca2+. Experimentos realizados na ausência (A-B) ou presença (C-D) de 
tapsigargina (10μM). Valores estão expressos com média±EPM; n=5 para cada 
experimento.  * P< 0,05 vs. respectivo WKY (WKY OVX).   † P< 0,05 vs. respectivo 
veículo.  
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g) Efeito da ovariectomia na recaptação de Ca+2 pelo RS: 

Aortas de fêmeas SHRSP (sham ou OVX) apresentaram aumento na 

contração em resposta à cafeína, quando comparados com fêmeas WKY (sham e 

OVX, respectivamente). Não foram observadas diferenças na resposta contrátil após 

a estimulação com cafeína, quando comparados os grupos OVX (SHRSP ou WKY) 

e sham (SHRSP ou WKY) - (Figura  22).   

Esses dados demonstram que os hormonios sexuais não influenciam, 

diretamente, a capacidade de recaptura de Ca2+ pelo RS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 22 – Ovariectomia não afetou a recaptação de Ca+2 pelo RS. Anéis de aorta de fêmeas 
WKY e SHRSP, OVX ou sham, foram estímulados com cafeína para a avaliação da 
recaptação de Ca2+ pelo RS. Valores estão expressos como média±EPM; n=5 para cada 
experimento.  *P< 0,05 vs.respectivo sham.  
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h) Efeitos de anticorpos neutralizantes na recaptação de Ca+2 pelo RS em aorta de 

fêmeas ovariectomizadas: 

A capacidade de recaptação de Ca2+ pelo RS também foi avaliada em 

condições onde as aortas foram transfectadas com anticorpos neutralizantes anti-

STIM1 e anti-Orai1.  A transfecção de anticorpos anti-STIM1 reduziu a contração 

induzida por cafeína nas aortas de todos os grupos experimentais. No caso da 

transfecção com anti-Orai1, o bloqueio dos canais CRAC reduziu o influxo de Ca2+ 

somente nos grupos SHRSP OVX e sham (Figura  23A-B).  
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Figura 23 – Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1, internalizados com a técnica de 

chariot, preveniram a contração induzida por cafeína. Anéis de aorta de fêmeas WKY 
e SHRSP, OVX ou sham, foram estímulados com cafeína para a avaliação da 
recaptação de Ca2+ pelo RS, na presença de anticorpos neutralizantes A) anti-STIM1 e 
B) anti-Orai1.  Valores estão expressos como média±EPM; n=5 para cada experimento. 
*P< 0,05 vs.respectivo sham.  † P< 0,05 vs. respectivo veículo.  
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Coletivamente, os resultados do item 3 dos objetivos sugerem que os 

hormônios sexuais regulam o influxo de Ca2+ em aorta de fêmeas SHRSP, via 

canais CRAC, em condições onde o RS está vazio. É possível que os hormônios 

sexuais exerçam um papel modulatório na expressão de Orai1. Podemos dizer que 

parte das ações protetoras que os hormônios sexuais exercem na vasculatura de 

fêmeas estão relacionados com a modulação da entrada de Ca2+ via canais 

CRAC/Orai1.   
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5.4 Resultados referentes ao item 4 dos objetivos 
Durante a realização dos estudos referentes ao item 4 dos objetivos, 

trabalhamos com a hipótese de que o aumento intracelular de Ca2+ observado em 

aorta de machos SHRSP, em decorrência da maior ativação da via STIM1/Orai1, 

resultaria na maior ativação de PKC, uma proteína ativada por Ca2+ e que contribui 

para o processo contrátil.  

Para a realização desses experimentos, dois grupos foram utilizados: machos 

WKY e SHRSP.  

 

a) Expressão e atividade da PKC-α em aortas de machos SHRSP. 

A expressão protéica da PKC-α foi avaliada em aortas de machos WKY e 

SHRSP. Observou-se diminuição da expressão desta subunidade da PKC, em 

aortas de machos SHRSP, quando comparadas a WKY (Figura  25A). Contudo, 

observou-se que a atividade da PKC-α encontra-se aumentada em aortas de 

machos SHRSP,  quando comparadas a WKY (Figura  25B). 
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b)  Efeito de anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 na contração em 

resposta a ativação da PKC:  

Observamos que aortas de machos SHRSP apresentam maior contração em 

reposta ao PDBu, quando comparadas a WKY (59,8±2,2mN vs. 48,7±1,8mN; 

respectivamente; p=0,0046). Entretanto, não foram observadas diferenças nos 

valores de pD2 [(7,65±0,1 SHRSP vs. 7,37±0,09 WKY) – Figura  26A].  

A transfecção de aortas com anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 

não modificou as respostas de contração em resposta ao PDBu, tanto em aorta de 

WKY como em SHRSP (Figura  26B-C). Além disso, as diferenças na contração em 

resposta ao PDBu observadas entre os grupos, não foram abolidas com o uso de 

anticorpos neutralizantes.  

Os dados referentes ao item 4 dos objetivos indicam que o influxo de Ca2+, 

proveniente da ativação de STIM1/Orai1, não participa diretamente da ativação da 

PKC em aorta de machos WKY ou SHRSP. 

 

 

 

 

 

 

  



83 

      A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B         C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura  26 – Anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e anti-Orai1 não normalizam o aumento da 

contração em resposta ao PDBu, em aortas de machos SHRSP. Curvas 
concentração-efeito foram realizadas em aortas de machos SHRSP, transfectadas pela 
técnica de chariot, na presença ou ausência de anticorpos neutralizantes anti-STIM1 e 
anti-Orai1  Valores estão expressos como média±EPM; n=5 para cada experimento . 
*P< 0,05 vs. WKY. 
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6 DISCUSSÃO  
 

Em CMLV, a ativação de SOCE/CRAC funciona como chave reguladora da 

homeostasia de Ca2+ 38-39, 41. Os defeitos na regulação da concentração de Ca2+ 

citoplasmático têm sido relacionados com a patogênese da hipertensão arterial, 

contribuindo para o aumento da reatividade vascular observado nesta doença. 

Estudos recentes demonstraram que STIM1, o sensor das concentrações de 

estoques intracelulares de Ca2+, juntamente com Orai1, a subunidade formadora dos 

canais CRAC, exercem um papel importante na regulação do Ca2+ intracelular.  

Inicialmente, este projeto avaliou a participação de STIM1/Orai1 na entrada 

de Ca2+ em CMLV de machos hipertensos, e a contribuição desta via para o 

aumento da resposta contrátil observada nas aortas de machos SHRSP. 

Posteriormente, avaliamos se alterações na via STIM1/Orai1 contribuem para as 

diferenças de resposta contrátil, observadas entre machos e fêmeas SHRSP.  

Considerando que 1) defeitos no influxo de Ca2+ em CMLV são possíveis 

candidatos que contribuem para a patogênese da hipertensão arterial, 2) STIM1 e 

Orai1 representam componentes importantes na regulação de Ca2+ intracelular e 3) 

a ativação de STIM1 e Orai1 em CMLV de animais hipertensos ainda foi pouco 

estudada, nós propomos que o aumento da ativação de canais CRAC/Orai1, através 

do sensor de Ca2+ STIM1, exerceria um papel importante no aumento da reatividade 

vascular em animais hipertensos.  

Nossos resultados evidenciam que aortas de machos SHRSP apresentam 

aumento da contração durante o período de influxo de Ca2+, indicando que o influxo 

de Ca2+ está aumentado em aortas de machos SHRSP. Este resultado está de 

acordo com outro estudo, onde demonstrou-se  que aortas de SHRSP apresentaram 

aumento da contração durante o período de influxo de Ca2+, em condições onde os 

estoques intracelulares de Ca2+ foram depletados91.   

Observamos que a inibição farmacológica de CRAC, com a utilização de 2-

APB e Gd3+ 87, resultou na diminuição da contração durante o influxo de Ca2+, além 

de abolir as diferenças na contração entre aortas de machos SHRSP e WKY. Esses 

dados demonstram que a ativação de canais CRAC contribui para o influxo de Ca2+ 

em CMLV. Outro ponto importante é que a ativação de CRAC é maior em aorta de 

machos SHRSP, uma vez que o bloqueio farmacológico aboliu as diferenças na 

contração entre os grupos. A maior ativação dos canais CRAC em aorta de SHRSP 
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contribui, portanto, para o aumento da contração observada em aorta de animais 

hipertensos.  

Resultados similares foram encontrados quando esses experimentos foram 

realizados na presença de anticorpos neutralizantes anti-Orai1. Mutações em Orai1  

resultaram em mudanças significativas nas propriedades eletrofisiológicas da 

corrente CRAC, resultando em correntes menos seletivas ao Ca2+ 44. Em CMLV de 

vias aéreas, o influxo de Ca2+ foi inibido após o bloqueio de CRAC, por 2-APB, Gd3+, 

e La3+ 52. Peel e colaboradores (2008) demonstraram que o silenciamento do RNA 

de Orai1 em CML de vias aéreas bloqueia as correntes iniciadas pela depleção dos 

estoques intracelulares de Ca2+ 52.  Estudos como estes disponibilizaram evidências 

e reforçaram a teoria de que Orai1 é a subunidade formadora do poro dos canais 

CRAC, preenchendo todos os critérios necessários para ser reconhecido como o 

canal gerador de SOCE/CRAC44-45, 48-50, 92-93.  

Sabe-se que a ativação de SOCE/CRAC em CMLV  é um evento modulado 

pela ativação de STIM1. O processo de ativação de STIM1 foi bastante estudado em 

mastócitos e linfócitos, mas sabe-se que em CMLV, STIM-1 também é ativado30, 94-

95. Em condições onde o RS é depletado,  STIM1 sofre modificações 

conformacionais, o que determina uma profunda redistribuição intracelular de STIM1 

na membrana do RS32-33, 42, 50. Nestas condições, STIM1 se liga diretamente com 

Orai1, e, consequentemente,  sinaliza o influxo de Ca2+ através da abertura de 

CRAC96.  

Nossos dados demonstram que a depleção dos estoques de Ca2+ do RS 

induz uma maior ativação de SOCE/CRAC em miócitos vasculares de machos 

SHRSP, quando comparados aos seus controles normotensos WKY e este evento 

está diretamente associado ao aumento de contratilidade vascular em resposta ao 

Ca2+. Além disso, nossos resultados evidenciam que este evento pode ser 

bloqueado molecularmente, com a utilização de anticorpos anti-STIM1. A inibição de 

STIM1 aboliu as diferenças na contração entre aortas de machos SHRSP e WKY, 

demonstrando que o sensor de Ca2+ STIM1 participa diretamente do controle do 

influxo de Ca2+ e contribui para as diferenças na resposta contrátil observadas entre 

machos normotensos e hipertensos.  

Conforme anteriormente discutido, experimentos utilizando RNA de 

interferência foram utilizados para identificar STIM1 como o sensor de Ca2+ no RS32-

33. É consenso que a supressão da expressão de STIM1 previne a ativação de 
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SOCE e a ativação de canais CRAC32-33, 42. Mutações da porção N-terminal de 

STIM1 reduzem a afinidade e seletividade dos canais CRAC, tornando-os ativos, 

sem que ocorram modificações nos estoques intracelulares de Ca2+ 42. Contudo, 

experimentos onde combinou-se a expressão de STIM1 e Orai1 resultaram em 

imenso ganho na função de SOCE48-50, 92, demonstrando que a ativação de Orai1, 

juntamente com STIM1, sinaliza diretamente o influxo de Ca2+, em condições onde o 

RS está vazio. 

Foi demonstrado recentemente que um peptídeo contendo 106 amino-ácidos 

na terminação C de STIM1 é suficiente para ativar SOCE na ausência da depleção 

dos estoques intracelulares de Ca2+ 96.  Os nossos resultados demonstraram que o 

bloqueio de STIM1 com anticorpos neutralizantes foi capaz de reduzir a contração 

induzida pelo influxo de Ca2+, indicando que essa proteína é um importante 

componente para a ativação de SOCE/CRAC.  

Além disso, ML-9, um inibidor de kinase, foi recentemente usado para reverter 

a ativação de STIM1, independentemente de modificaçoes dos estoques de Ca2+ 97. 

Essas observações levaram a especular-se que a ativação de STIM1 é dependente 

da sua fosforilação, através da ativação de proteínas kinases. Estas informações 

são de grande importância, no sentido de proporcionar ferramentas para o 

desenvolvimento de novas drogas, uma vez que não existem inibidores e agonistas 

seletivos que proporcionem o bloqueio ou a ativação de STIM1, respectivamente.  

Possíveis mecanismos associados com a ativação aumentada do sensor de 

Ca2+ STIM1 e canais CRAC/Orai1 incluem aumento da expressão e atividade 

dessas proteínas, ativação defeituosa de STIM1, aumento da ativação ou  

diminuição da inativação de canais CRAC.  

Nossos dados funcionais demonstraram o aumento da atividade de STIM1 e 

canais CRAC/Orai1 em aorta de SHRSP, uma vez que o bloqueio farmacológico e 

molecular dessas proteínas, aboliu as diferenças na resposta contrátil entre aortas 

de SHRSP e WKY. Além disso, observamos que a expressão vascular de STIM1 e 

Orai1 também encontra-se aumentada na vasculatura de machos SHRSP, quando 

comparados a WKY. Em conjunto, nossos dados demonstram que o aumento da 

expressão, assim como o aumento da atividade de STIM/Orai1, representa um 

mecanismo que contribui para o aumento do influxo de Ca2+ e para a concentração 

de Ca2+ intracelular, resultando em diferenças na contração vascular observadas na 

hipertensão arterial (figura  27). 
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Uma vez estabelecida as diferenças no influxo de Ca2+ e a importância de 

STIM1 e Orai1 para este fenômeno, decidimos investigar se esta via exercia função 

moduladora na recaptação de Ca2+, em aorta de machos SHRSP.  

Sabe-se que os estoques de Ca2+ do RS estão aumentados em aortas de 

SHR e SHRSP24, 27, 91, 98. Este fenômeno é associado ao aumento do influxo de Ca2+ 

através do RS, embora outros fatores como a desregulação da reciclagem de Ca2+ 

pela Ca2+-ATPase do RS possam contribuir para o maior influxo52. Os nossos 

resultados reforçam esta idéia, uma vez que observamos o aumento dos estoques 

de Ca2+ no RS, evidenciados pelo aumento da contração induzida por cafeína, em 

aorta de machos SHRSP. A expressão reduzida da Ca2+-ATPase2 associada ao 

aumento da recaptação de Ca2+ pelo RS em aorta de machos SHRSP indica um 

potencial aumento na ativação desta enzima, o que resultaria em maiores estoques 

intracelualres de Ca2+.  

O aumento dos níveis de Ca2+ intracelular em CMLV de animais 

espontaneamente hipertensos está associado ao aumento do tônus vascular25. 

Sabe-se que o armazenamento de Ca2+ no RS é maior em CMLV de ratos 

hipertensos, comparado a aquele em CMLV de ratos normotensos, sendo que vários 

fatores podem contribuir para isso.  

Sendo assim, alterações no sensor de Ca2+ do RS, STIM1, poderiam exercer 

efeito regulador direto na recaptação de Ca2+ pelo RS, uma vez que a modulação 

exercida por STIM1 ocorre através das modificações nas concentrações de Ca2+ dos 

estoques intracelulares. Conforme anteriormente mencionado, STIM1 e Orai1 foram 

recentemente identificados como proteínas reguladoras da homeostasia de Ca2+ que 

possuem um papel fundamental na ativação de CRAC/SOCE em inúmeras células. 

Nossos resultados demonstram que este terceiro mecanismo proposto, encontra-se 

de fato alterado em CMLV de machos SHRSP.  

Neste sentido, demonstramos que a inibição dos canais CRAC com 2-APB e 

Gd3+, bem como o bloqueio de  STIM1 e Orai por anticorpos neutralizantes,  

preveniram a contração induzida por cafeína. Esses dados indicam que o bloqueio 

dos canais CRAC/Orai1 e a inibição do sensor de Ca2+ STIM1, influenciam 

diretamente a reposição de Ca2+ no RS.  Possivelmente, esse evento seja reflexo 

direto de modificações no influxo de Ca2+, via CRAC/Orai1.  Além disso, é possível 

que a maior ativação de STIM1 observada em aortas de machos SHRSP ative 
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Influência da ativação diferencial de Orai1 e STIM1 na proteção vascular em 

fêmeas hipertensas:  

Diferenças sexuais na hipertensão arterial têm sido repetidamente 

observadas em estudos epidemiológicos. Essas diferenças são traduzidas em 

proteção vascular em fêmeas com idade pré-menopausal 53, 55-56, 58. Entretanto, os 

mecanismos que conferem a proteção vascular a fêmeas  ainda não foram 

totalmente elucidados.  

Sabe-se que o influxo de Ca2+ é regulado de forma diferente em CMLV de 

machos e fêmeas54, 65-66.  Adicionalmente,  o influxo de Ca2+ contribui diretamente 

para a contração vascular, conforme previamente discutido. Portanto, as diferenças 

nos mecanismos de influxo de Ca2+ têm sido propostas para explicar alterações na 

função vascular entre machos e fêmeas hipertensos54.  

Diversos estudos confirmam esta hipótese. Foi demonstrado que, em 

condições fisiológicas, a entrada de Ca2+ em CMLV encontra-se reduzida em 

fêmeas, quando comparada a aquela em CMLV de machos67, 79. Um outro estudo 

mostrou que aortas de machos WKY e fêmeas SHR apresentaram menor influxo de 

Ca2+ em resposta a um estímulo contrátil, em comparação com machos SHR 27, 68. 

Além disso, as diferenças sexuais referentes ao influxo de Ca2+ observadas em 

CMLV de machos e fêmeas SHRSP são abolidas na ausência de Ca2+ extracelular54, 

69-70, demonstrando assim que o influxo de Ca2+ contribui diretamente para  as 

diferenças observadas. Nossos resultados estão de acordo com estes estudos, uma 

vez que demonstramos que aortas de machos SHRSP apresentam aumento da 

contração em resposta ao influxo de Ca2+, quando comparadas a aquelas de fêmeas 

SHRSP ou machos WKY.  

Levando em consideração nossos dados referentes ao item 1 dos objetivos, 

onde observamos que artérias de machos hipertensos apresentam aumento da 

entrada de Ca2+, um fenômeno dependente da maior ativação do sistema STIM1 e 

Orai1, decidimos investigar a ativação deste sistema em aorta de fêmeas 

hipertensas. 

Observamos que a inibição dos canais CRAC, com 2-APB e Gd3+, resultou na 

diminuição da contração durante o período de influxo de Ca2+, abolindo as 

diferenças sexuais observadas. Resultados similares foram observados em 

condições onde STIM1 e Orai1 foram inibidos através de anticorpos neutralizantes.  
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Nossos dados demonstram que o aumento da ativação de STIM1/Orai1 

contribui para o aumento influxo de Ca2+ em CMLV de machos hipertensos, em 

comparação a fêmeas hipertensas, contribuindo assim para as diferenças sexuais 

observadas. Além disso, a expressão protéica de STIM1 e Orai1 encontra-se 

diminuída em aortas de fêmeas SHRSP, comparadas a machos. Esses dados, 

aliados aos dados funcionais, demonstram que alterações na via de STIM1/Orai1 

contribuem para as diferenças sexuais na entrada de Ca2+/concentração de Ca2+ 

intracelular, contribuindo para o aumento da contração na aorta de machos 

hipertensos.   

Embora as diferenças sexuais no influxo de Ca2+ sejam amplamente 

descritas, poucos são os mecanismos propostos para explicar essas diferenças. 

Nossos resultados demonstram que as alterações na via de STIM1/Orai1 podem 

representar um importante mecanismo do controle diferencial do influxo de Ca2+ em 

machos e fêmeas hipertensos (Figura  28).  

Considerando o papel regulatório que STIM1 e Orai1 exercem na recaptação 

de Ca2+ pelo RS em aorta de machos SHRSP, decidimos testar se a regulação 

diferencial desse sistema entre machos e fêmeas, iria de alguma forma influenciar 

as reservas intracelulares de Ca2+. Nossos dados demonstram que a contração 

transitória induzida por cafeína, a qual reflete a capacidade do RS em recaptar Ca2+, 

foi igual entre machos e fêmeas hipertensos, sugerindo que a recaptação de Ca2+ 

pelo RS não está alterada entre os sexos. Nossos resultados estão de acordo com 

estudos preliminares, onde demonstrou-se que a liberação de Ca2+ induzida por 

cafeína, na presença de solução livre de Ca2+, é semelhante entre machos e fêmeas 

hipertensos68, 79 

Esses resultados sugerem que a capacidade da Ca2+-ATPase em bombear 

Ca2+ para o RS em CMLV encontra-se modificada entre machos e fêmeas SHRSP, 

uma vez que o influxo de Ca2+ é maior em aorta de machos SHRSP e que os 

estoques de Ca2+ do RS são semelhantes em CMLV de machos e fêmeas SHRSP. 

Demonstramos que a expressão da Ca2+-ATPase2, isoforma expressa em RS de 

CMLV, encontra-se reduzida em aortas de machos SHRSP, quando comparada a 

aortas de machos WKY ou fêmeas SHRSP.  

Embora a expressão da Ca2+-ATPase2 em CMLV de animais hipertensos 

esteja diminuída, alguns estudos demonstram que sua atividade encontra-se 

aumentada em aorta de ratos SHR, comparada a aquela em ratos WKY. O resultado 
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disso é que maior quantidade de Ca2+ é recaptada pelo RS de CMLV de ratos 

hipertensos26. 

Nossos dados demonstram que a expressão de Ca2+-ATPase é inversamente 

proporcional ao influxo de Ca2+, embora diferenças na atividade possam compensar 

a menor expressão desta enzima. Além disso, estudos no futuro poderão nos 

mostrar se o sistema Orai1/STIM1 apresenta alguma atividade regulatória na 

ativação e expressão da Ca2+-ATPase. 

Em conjunto, esses dados sugerem que a estimulação vascular com um 

agonista constritor, que dependa da liberação de Ca2+ intracelular, ocasionará 

respostas contráteis aumentadas em artérias de machos SHRSP, considerando que 

a  Ca2+-ATPase é menos eficaz em remover Ca2+ do citosol após um estímulo. 

Nossos resultados referentes ao objetivo específico 4 reforçam esta idéia e serão 

melhor discutidos adiante (Figura  28).  
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Influência dos hormônios sexuais na ativação diferencial de Orai1 e STIM1 e 

na proteção vascular em fêmeas hipertensas:  

As observações clínicas de que a hipertensão é mais comum em homens e 

em mulheres na pós-menopausa sugerem que os hormônios sexuais femininos 

possuem efeitos protetores no sistema vascular77, 99.   

Aortas de fêmeas SHRSP OVX demonstraram aumento da contração no 

período de influxo de Ca2+, na presença de tapsigargina. Esse dado demonstra que 

os hormônios sexuais modulam o influxo de Ca2+, em condições onde o RS está 

vazio. Outros estudos demonstraram resultados similares. Observou-se que CMLV 

de fêmeas Sprague-Dawley apresentaram menor influxo de Ca2+ quando 

estimuladas com fenilefrina, do que CMLV de machos Sprague-Dawley. Além disso, 

a ovariectomia de fêmeas Sprague-Dawley aboliu essas diferenças79.  O mesmo 

grupo demonstrou em outros trabalhos que a ovariectomia aumentava o influxo de 

Ca2+ em aortas e CMLV de fêmeas SHR, mas não em fêmeas WKY. Além disso, o 

tratamento de fêmeas SHR OVX com implantes de 17-β-estradiol restabeleceu o 

influxo de Ca2+ nessas fêmeas.  Quando experimentos similares foram feitos em 

machos SHR castrados, não foram observadas diferenças no influxo de Ca2+ quando 

comparados a machos SHR intactos67-68. 

Em conjunto, esses resultados demonstram que os hormônios sexuais 

femininos conferem proteção vascular a fêmeas hipertensas, servindo como 

moduladores do influxo de Ca2+. 

Nossos resultados demonstraram que a inibição de STIM1 e Orai1 com 

anticorpos neutralizantes aboliu as diferenças na contração entre fêmeas SHRSP 

OVX e os demais grupos. Considerando que os hormônios sexuais, estrógeno e 

progesterona, apresentam efeitos protetores no sistema cardiovascular, parece 

possível que esses hormônios possam modular a atividade e expressão do sistema 

STIM1/Orai1(Figura  29).  

A identificação de mecanismos que contribuam para as diferenças sexuais na 

vasculatura de hipertensos pode desvendar elementos regulatórios que possam ser 

usados para conferir proteção cardiovascular.   

A ovariectomia não afetou a contração em resposta à cafeína. Nossos 

resultados estão em acordo com outros, onde demonstrou-se que a ovariectomia 

não modifica a capacidade do RS recaptar Ca2+, tanto em fêmeas WKY como em 

fêmeas SHR67-68. Em conjunto, esses dados sugerem que embora os hormônios 
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Aumento da ativação da PKC em artérias de machos SHRSP 
Os vasoconstritores ativam receptores na superfície celular para iniciar 

cascatas de sinalização envolvendo o aumento das concentrações de  Ca2+ 

intracelular no citosol e recrutamento da PKC, levando a contração celular. 

Conforme sugerido anteriormente, o aumento do influxo de Ca2+ em aorta de 

machos SHRSP, poderia resultar em maiores respostas contráteis, após estimulação 

com agonista vasoconstrictor.  

Observamos que a resposta contrátil a um ativador da PKC foi maior em 

aortas de machos SHRSP do que em machos WKY. Resultados similares foram 

encontrados em outros estudos80, 82. Além disso, observamos que a atividade, mas 

não a expressão, da PKC-α estava aumentada em aorta de machos SHRSP.  

Testamos a hipótese de que o aumento do influxo de Ca2+ observado em 

aorta de machos SHRSP, em decorrência da maior ativação da via STIM1/Orai1, 

resultaria na maior ativação de PKC, contribuindo para o aumento da contração. A 

inibição de STIM1 e Orai1 com anticorpos neutralizantes não resultou em inibição da 

resposta contrátil de aortas em resposta a estimulação com PDBu.  

Esses dados não comprovaram que o aumento do influxo de Ca2+, 

proveniente da maior ativação de STIM1 e Ora1, participa da regulação de PKC em 

aorta de machos SHRSP. Entretanto, é possível que outras proteínas relacionadas à 

contração possam ser influenciadas pelo aumento do influxo de Ca2+ em CMLV de 

machos hipertensos. Portanto, estudos adicionais irão esclarecer se STIM1/Orai1 

podem representar um mecanismo adicional que controle a ativação de outras 

proteínas dependentes de Ca2+ na vasculatura de animais hipertensos.  
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7 CONCLUSÃO  
Os resultados apresentados nesta tese nos permitem concluir que o aumento 

da ativação dos canais CRAC/Orai1, assim como a maior ativação do sensor dos 

estoques intracelulares de Ca2+, STIM1, resulta em aumento do influxo de Ca2+, 

contribuindo para o aumento da resposta contrátil em aortas de machos SHRSP.  

Além disso, a ativação diferencial de STIM1 e Orai1 contribui para as diferenças  

sexuais observadas na resposta contrátil entre aortas de machos e fêmeas SHRSP.  

Além disso, nossos dados sugerem que: 

 
1 - O aumento da ativação de STIM1/ Orai1 em artérias de machos 

hipertensos  contribui para o aumento do influxo de Ca2+ e para a maior recaptação 

de Ca2+ pelo RS, resultando no aumento da resposta contrátil e maiores estoques de 

Ca2+ intracelular, respectivamente.  

2 – As diferenças sexuais observadas na ativação de STIM1/Orai1 entre 

aortas de animais hipertensos são traduzidas em aumento do influxo de Ca2+ em 

aorta de machos SHRSP, assim como no aumento da contração vascular. 

Entretanto, a ativação diferencial de STIM/Orai entre machos e fêmeas SHRSP não 

influenciou a capacidade do RS em recaptar Ca2+.   

3 – Os hormônios sexuais femininos exercem efeitos de proteção vascular, 

através da regulação do influxo de Ca2+, via ativação de canais CRAC/Orai1, em 

aorta de fêmeas SHRSP.  

4 – O aumento do influxo de Ca2+, proveniente da ativação de STIM1/Orai1, 

não contribui para as diferenças da resposta contrátil ao PDBu, em aortas de 

machos SHRSP.  
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Blood Vessels/Endothelium

Increased Activation of Stromal Interaction
Molecule-1/Orai-1 in Aorta From Hypertensive Rats

A Novel Insight Into Vascular Dysfunction

Fernanda R.C. Giachini, Chin-Wei Chiao, Fernando S. Carneiro, Victor V. Lima, Zidonia N. Carneiro,
Anne M. Dorrance, Rita C. Tostes, R. Clinton Webb

Abstract—Disturbances in the regulation of cytosolic calcium (Ca2�) concentration play a key role in the vascular
dysfunction associated with arterial hypertension. Stromal interaction molecules (STIMs) and Orai proteins represent a
novel mechanism to control store-operated Ca2� entry. Although STIMs act as Ca2� sensors for the intracellular Ca2�

stores, Orai is the putative pore-forming component of Ca2� release–activated Ca2� channels at the plasma membrane.
We hypothesized that augmented activation of Ca2� release–activated Ca2�/Orai-1, through enhanced activity of
STIM-1, plays a role in increased basal tonus and vascular reactivity in hypertensive animals. Endothelium-denuded
aortic rings from Wistar-Kyoto and stroke-prone spontaneously hypertensive rats were used to evaluate contractions
because of Ca2� influx. Depletion of intracellular Ca2� stores, which induces Ca2� release–activated Ca2� activation,
was performed by placing arteries in Ca2� free-EGTA buffer. The addition of the Ca2� regular buffer produced greater
contractions in aortas from stroke-prone spontaneously hypertensive rats versus Wistar-Kyoto rats. Thapsigargin
(10 �mol/L), an inhibitor of the sarcoplasmic reticulum Ca2� ATPase, further increased these contractions, especially
in stroke-prone spontaneously hypertensive rat aorta. Addition of the Ca2� release–activated Ca2� channel inhibitors
2-aminoethoxydiphenyl borate (100 �mol/L) or gadolinium (100 �mol/L), as well as neutralizing antibodies to STIM-1
or Orai-1, abolished thapsigargin-increased contraction and the differences in spontaneous tone between the groups.
Expression of Orai-1 and STIM-1 proteins was increased in aorta from stroke-prone spontaneously hypertensive rats
when compared with Wistar-Kyoto rats. These results support the hypothesis that both Orai-1 and STIM-1 contribute
to abnormal vascular function in hypertension. Augmented activation of STIM-1/Orai-1 may represent the mechanism
that leads to impaired control of intracellular Ca2� levels in hypertension. (Hypertension. 2009;53[part 2]:409-416.)

Key Words: Ca2� regulation � STIM-1 � Orai-1 � SOC � CRAC channel � hypertension
� vascular smooth muscle cell

On stimulation, most excitable cells display a biphasic
increase in cytosolic calcium (Ca2�) concentrations.

The initial transient increase is attributed to inositol triphos-
phate–mediated release of endoplasmic reticulum (ER)
Ca2�.1,2 The subsequent prolonged increase requires extra-
cellular Ca2� influx through various pathways. In smooth
muscle cells (SMCs), Ca2� entry mechanisms responsible for
sustained cellular activation are normally mediated by either
voltage-operated or receptor-operated Ca2� channels.3–5

Depletion of ER Ca2� stores is able to gate the entry of
extracellular Ca2�.6,7 This mechanism, by which the ER acts
as a capacitor, leads to the term “store-operated Ca2� (SOC)
entry.”6,7 Recently, the discoveries of the stromal interacting
molecules (STIMs)8,9 and Orai proteins10,11 have provided
important information into the possible mechanisms by which
this process is regulated.

STIMs are a family of single-transmembrane domain
proteins found both in the plasma membrane and the ER, and
their involvement with Ca2� entry regulation has been
described recently. It has been proposed that one of its
isoforms, STIM-1, functions as a sensor for the ER Ca2�. The
suppression of STIM-1 expression prevents SOC entry and
eliminates the store-dependent activation of Ca2� release-ac-
tivated Ca2� (CRAC) channels. Furthermore, Ca2� depletion
from ER results in a profound intracellular redistribution of
STIM-1, from a uniform ER pattern to spatially discrete areas
close to the plasma membrane.12,13

Another protein family, Orai, which presently has 3 mem-
bers, seems to be an essential component of CRAC channels,
and Orai-1 has been suggested to be the pore-forming
component of CRAC channels.10 In addition, STIM-1 and
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Orai-1 are sufficient for the generation of functional CRAC
channels.12,14

Ca2� is elevated in various cells from patients with
hypertension and from spontaneously hypertensive rats. Be-
cause Ca2� is a central component in the control of vascular
contraction, abnormal handling of this cation by vascular
myocytes has been suggested to account for the increased
responses of vascular SMCs (VSMCs) to constrictor stimuli
and augmented myogenic tone,15–19 key markers of arterial
hypertension.

The magnitude of contraction is associated with the con-
centration of free Ca�2. So, we used the contractile responses
to reflect vascular Ca�2 influx or mobilization. This tech-
nique has been validated by Karaki et al20 and previous work
from our laboratory.21,22 In addition, the development of
active tone in stroke-prone spontaneously hypertensive rat
(SHRSP) aortas is brought by changes in Ca�2 influx, and
changes in tone and intracellular Ca2� levels are positively
correlated.23

Therefore, considering that hypertension is associated with
an imbalance in Ca2� homeostasis, and STIM and Orai
proteins seem to be fundamental to intracellular Ca2� regu-
lation, we hypothesized that increased activation of CRAC/
Orai-1, through the Ca2� sensor STIM-1, plays a role in
augmented reactivity in aortas from hypertensive animals.

Methods

Animals
Five- to 6-month-old male SHRSPs were obtained from the breeding
colony at the Medical College of Georgia. Age-matched male
Wistar-Kyoto (WKY) rats were purchased from Harlan (Indianapolis
Ind). Rats were maintained on a 12-hour light:dark cycle, housed 2
per cage, and allowed access to normal chow and water ad libitum.
Systolic blood pressure was measured in nonanesthetized animals by
tail cuff using a RTBP1001 blood pressure system (Kent Scientific
Corporation). All of the procedures were performed in accordance
with the Guiding Principles in the Care and Use of Animals,
approved by the Medical College of Georgia Committee on the Use
of Animals in Research and Education.

Vascular Functional Studies
After euthanasia, thoracic aortas were rapidly excised and placed in
ice-chilled (�4°C) physiological salt solution. Segments of thoracic
aorta were carefully dissected, and the endothelium was removed by
gently rubbing the lumen side of the vessels with a metallic pin.
Aortic rings (4 mm in length) were mounted on 2 stainless-steel
wires in standard organ chambers (model 610 mol/L, Danish
MyoTech) for isometric tension recording, as described previous-
ly.21,22 After stabilization, arterial integrity was assessed first by
stimulation of vessels with 120 mmol/L of KCl and, after washing
and a new stabilization period, by contracting the segments with
phenylephrine (PE; 1 �mol/L). Endothelium denudation was as-
sessed by the absence of a relaxation response to acetylcholine
(1 �mol/L) during PE-induced contraction.

Figure 1. Aortas from SHRSPs display augmented spontaneous tone after depletion of intracellular Ca2� stores. The tracings illustrate
the protocol used to evaluate force in response to Ca2� influx after depletion of intracellular Ca2� stores (loading period). Briefly, aortic
rings from WKY rats (A and C) and SHRSPs (B and D) were stimulated with PE (1 �mol/L) for 15 minutes. Aortas were washed in
Ca2�-free EGTA buffer, to deplete intracellular Ca2� stores (depletion period), for 20 minutes. During the depletion period, arteries were
incubated with vehicle (A and B) or 1 �mol/L of thapsigargin (C and D). After Ca2� depletion, intracellular Ca2� stores were loaded
(loading period) by placing the aortas in 1.6 mmol/L of Ca2� buffer for 15 minutes. Contractile responses during the loading period,
taken as a functional measure of Ca2� influx, were determined. The bathing medium was then replaced with Ca2�-free buffer, and after
2 minutes, aortas were stimulated with caffeine (20 mmol/L), to deplete intracellular Ca2� stores, which resulted in a transient contrac-
tion. The magnitude of this last response was taken as a measure of the functional capacity of the SR to release Ca2�.
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Experimental Protocols
Force development in response to a specific experimental protocol
was evaluated in aortas from both rat groups, as described in Figure
1. Briefly, aortic rings were contracted with PE (1 �mol/L). When
the contraction reached a plateau, aortas were washed in Ca2�

free-EGTA buffer, to deplete intracellular Ca2� stores (depletion
period), for 20 minutes. During the depletion period, aortas were
incubated with vehicle or thapsigargin (1 �mol/L, a putative selec-
tive Ca2�-ATPase inhibitor), and some rings were treated with
nonselective CRAC channel blockers, 2-aminoethoxydiphenyl bo-
rate (2-APB, 100 �mol/L) or gadolinium (Gd3�; 100 �mol/L). After
Ca2� depletion, intracellular Ca2� stores were loaded (loading
period) by placing the aortas in 1.6 mmol/L of Ca2� buffer for 15
minutes. Contraction responses during the loading period were
determined. The bathing medium was then replaced with Ca2�-free
buffer, and after 2 minutes, the aortic segments were stimulated with
caffeine (20 mmol/L) to deplete intracellular Ca2� stores, which
resulted in a transient contraction.20,21

Antibody Delivery by the Chariot Technique
Antibodies against STIM-1 and Orai-1 (ProSci) were intracellularly
delivered by the Chariot technique (Chariot Protein Delivery Re-
agent, Active Motif). This transfection reagent is able to deliver
antibodies into cells while preserving their ability to localize to the
proper cellular compartment and to recognize antigens within the
cell24–26 and in our experiments was used to directly inhibit STIM-1
and Orai-1 proteins. Chariot/antibody complexes were prepared and
used according to the manufacturer’s instructions. Briefly, aortic
rings were incubated in Eagle’s minimum essential medium contain-
ing L-glutamine (1.0%), FBS (10.0%), and penicillin and streptomy-
cin (0.5%) for 30 minutes at 37°C. For each transfection, 12 �L of
Chariot in 100 �L of 40% dimethyl sulfoxide were mixed with 6 �g
of antibody in 100 �L of PBS and incubated at room temperature for
30 minutes to allow the complex to form. The aortas were transferred
to a sterile 24-well cell culture plate, overlaid with 200 �L of
Chariot/antibody complex, and mixed gently. Eagle’s minimum
essential medium (400 �L) was added, and the tissues were
incubated for 1 hour at 37°C. Then, Eagle’s minimum essential
medium (750 �L) was added, and tissues were further incubated for
2 hours at 37°C. After this period, rings were mounted in the
myograph, and functional studies were performed.

Western Blotting
Aortas from hypertensive and control rats were isolated, cleaned
from fat, dissected, and frozen in liquid nitrogen. Extracted proteins
(40 �g) were separated by electrophoresis on a 10% polyacrylamide
gel and transferred to a nitrocellulose membrane. Nonspecific
binding sites were blocked with 5% skim milk in Tris-buffered saline
solution with Tween (0.1%) for 1 hour at 24°C. Membranes were
then incubated with antibodies overnight at 4°C. Antibodies were as
follows: anti–STIM-1 and anti–Orai-1 (1:1000, ProSci), as well as
�-actin (1:1000, Sigma-Aldrich). Human ovary and mouse thymus
tissue lysate (ProSci) were used as positive controls for STIM-1 and
Orai-1, respectively. After incubation with secondary antibodies,
signals were revealed with chemiluminescence, visualized by autora-
diography, and quantified densitometrically. Results were normal-
ized by �-actin expression and expressed as units of change from the
control.

RNA Extraction, cDNA Synthesis, and
Quantitative Real-Time RT-PCR
Total RNA was extracted from aorta using the RNeasy kit (Qiagen
Sciences). The quantity, purity, and integrity of all of the RNA
samples were determined by NanoDrop spectrophotometry (Nano-
Drop Technologies). One microgram of total RNA was reverse
transcribed in a final volume of 50 �L using the High-Capacity
cDNA Archive kit (Applied Biosystems), and single-strand cDNA
was stored at �20°C. Primers for STIM-1 (catalog No.
Rn00968446�m1) and Orai-1 (catalog No. Rn02397170�m1) mRNA
were obtained from Applied Biosystems. Real-time RT-PCR (quan-

titative PCR) reactions were performed using the 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) in a total volume of 20 �L
of reaction mixture following the manufacturer’s protocol, using
TaqMan Fast Universal PCR Master Mix (2�; Applied Biosystems),
and 0.1 �mol/L of each primer. Negative controls contained water
instead of first-strand cDNA. Each sample was normalized on the
basis of its 18S ribosomal RNA content. The 18S quantification was
performed using a TaqMan Ribosomal RNA Reagent kit (Applied
Biosystems), following the manufacturer’s protocol. Relative gene
expression for STIM-1 and Orai-1 mRNA was normalized to a
calibrator that was chosen to be the basal condition (untreated
sample) for each time point. Results were calculated with the ��Ct
method and expressed as n-fold differences in preproET-1 gene
expression relative to 18S rRNA and to the calibrator and were
determined as follows: n-fold�2�(�Ct sample��Ct calibrator),
where the parameter Ct (threshold cycle) is defined as the fractional
cycle number at which the PCR reporter signal passes a fixed
threshold. �Ct values of the sample and the calibrator were deter-
mined by subtracting the average Ct value of the transcript under
investigation from the average Ct value of the 18S rRNA gene for
each sample.

Immunofluorescence Microscopy Analysis
STIM-1 and Orai-1 expression in endothelium-denuded aortas from
SHRSPs and WKY rats was determined by immunofluorescence
staining technique. Aortas were frozen in optimal cutting tempera-
ture, and sections were obtained. Briefly, aorta sections were washed
with PBS with 0.2% Triton X (PBS-T) for 15 minutes at room
temperature and fixed in acetone for 5 minutes at �20°C, and
nonspecific binding sites were blocked with PBS-T plus 1% BSA for
10 minutes at room temperature and with 10% goat serum in
PBS-T/BSA for 30 minutes at room temperature. Subsequently,
STIM-1 and Orai-1 expression was determined by incubating the
vascular sections with anti–STIM-1 (1:100, rabbit polyclonal,
ProSCi) and anti–Orai-1 (1:100, mouse polyclonal, Abcon), respec-
tively, overnight at 4°C. Aortic sections were then placed at room
temperature, rinsed with PBS-T for 15 minutes, probed with goat
antimouse Alexa Fluor 588, (1:1000, green fluorescence, Invitrogen)
and probed with goat antirabbit Alexa Fluor 568 (1:1000, red fluores-
cence, Invitrogen), which was followed by another rinse with TBS-T.
Images were acquired with the use of the confocal microscope (LSM
510 Meta 3.2, Zeiss). Magnification power was set at �10.

Drugs and Solutions
Physiological salt solution of the following composition was used:
130 mmol/L NaCl, 14.9 mmol/L NaHCO3, 4.7 mmol/L KCl,
1.18 mmol/L KH2PO4, 1.17 mmol/L MgSO4 � 7 H2O, 5.5 mmol/L
glucose, 1.56 mmol/L CaCl2 � 2 H2O, and 0.026 mmol/L EDTA. PE
and acetylcholine were purchased from Sigma Chemical Co. All of
the reagents were of analytic grade. Stock solutions were prepared in
deionized water. Control solutions containing vehicle (DMSO) were
also used through the experimental protocols.

Data Analysis
Results are presented as means�SEMs. Contractions were recorded
as changes in the displacement (mN) from baseline and are repre-
sented as mN per number of experiments. Statistically significant
differences were calculated by ANOVA (Newman-Keuls posthoc
test) or by Student’s t test where appropriate. P�0.05 was considered
significant.

Results
Systolic Blood Pressure and Body Weight of
the Rats
At 24 weeks, SHRSPs displayed higher systolic blood pres-
sure (mm Hg), in comparison with WKY rats (211.0�7.6,
n�15, versus 119.0�1.8, n�15, respectively). Body weight
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of SHRSPs was significantly lower (296.0�6.1 g; n�15)
when compared with WKY rats (345.0�5.2 g; n�15).

Force Development During the Ca2�

Loading Period
Figure 1 illustrates the protocol used to evaluate force
development in response to Ca2� influx after depletion of
intracellular Ca2� stores (loading period) and after caffeine
stimulation to measure the functional capacity of the sarco-
plasmic reticulum (SR) to release Ca2�. After an initial
response to 120 mmol/L of KCl (SHRSP, 14.1�3.2 mN
versus WKY, 22.7�5.3 mN; n�10) and a new stabilization
period, aortas were stimulated with PE (1 �mol/L), and the
contraction was allowed to reach a plateau. PE-induced
contractions were similar in aortas from SHRSPs (20.8�1.7
mN; n�12) compared with WKY rats (15.6�2.7 mN; n�12).
After PE contraction, aortas were washed in Ca2� free-EGTA
buffer either in the absence (Figure 1A and 1B, vehicle) or
presence (Figure 1C and 1D) of thapsigargin (1 �mol/L).

Figure 2A shows that, during the Ca2�-loading period,
force development was augmented in aortas from SHRSPs
(10.0�0.9 mN; n�6) compared with WKY rats (4.8�1.0
mN; n�6). CRAC channel blockade with 2-APB and Gd3�

significantly inhibited contraction in SHRSP aortas during
the Ca2� loading period (3.9�0.6 and 6.3�0.4 mN, respec-
tively) but had no significant effects in WKY aortas.

Thapsigargin was used to inhibit the SR Ca2�-ATPase and
to promote the depletion of intracellular Ca2� stores. Accord-

ingly, this would result in continuous stimulation of the SR
Ca2� sensor, STIM-1, and, consequently, activation of SOC
entry through CRAC channels. As shown in Figure 2B,
thapsigargin incubation augmented contractions during the
Ca2� loading period in aortic rings from both groups.
However, contractions were greater in SHRSP aortas
(16.5�0.9 mN versus WKY, 10.7�1.0 mN; n�6). During
thapsigargin incubation, simultaneous inhibition of CRAC
channels by 2-APB and Gd3� significantly decreased Ca2�

loading–induced contractions both in WKY rats (2.4�0.2 and
4.3�0.9 mN, respectively) and SHRSPs (3.9�0.1 and
5.9�0.4 mN, respectively), abolishing the differences be-
tween the groups. Collectively, these results suggest that
CRAC channel activation is increased in aortas from the
hypertensive animals, contributing to augmented extracellular
Ca2� influx.

As an alternative approach to the pharmacological inhibi-
tion with 2-APB and Gd�3, neutralizing antibodies against
STIM-1 and Orai-1 were intracellularly delivered by the
Chariot technique. Figure 3A shows that transfection with
Orai-1 or STIM-1 antibodies resulted in decreased contrac-
tion during the Ca2� loading period in both groups, indicating
that activations of STIM-1 and Orai-1 are required for SOC
entry, even in physiological conditions. After transfection,
contractile responses in SHRSP aortas were similar to those
in the control group, reinforcing the notion that these proteins
play a role in augmented tone development in vessels from
SHRSPs. On thapsigargin inhibition, anti–Orai-1 and anti–
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Figure 2. CRAC channel blockade partially prevents contraction
during Ca2� loading and abolishes differences in spontaneous
tone between arteries from WKY rats and SHRSPs. A, Contrac-
tion during Ca2� loading period, which is greater in SHRSPs (f;
n�6) vs WKY rats (�; n�6), was significantly inhibited after
CRAC channel blockade with 2-APB and Gd3�. B, After thapsi-
gargin treatment, aortic rings from WKY rats (�) and SHRSPs
(f) displayed greater contractions during the Ca2� loading
period. CRAC channel blockade with 2-APB and Gd3�

decreased contractions and abolished differences between the
groups. Values are expressed as means�SEMs, n�6. *P�0.05
vs WKY rats. †P�0.05 vs DMSO.

DMSO
Orai

-1 -1-1

-1 -1

STIM
-1

Empty
ch

ari
ot

DMSO
Orai

STIM

Empty
ch

ari
ot

0

5

10

15

20

*
†

†
† †

A

Fo
rc

e 
(m

N
)

DMSO
Orai

-1

STIM
-1

Empty
Chari

ot

DMSO
Orai

STIM

Empty 
Charr

iot
0

5

10

15

20

Thapsigargin 10µM

*

†

B
*

†
†

Fo
rc

e 
(m

N
)

Figure 3. Neutralizing antibodies against STIM-1 and Orai-1,
delivered with the Chariot technique, partially prevent contrac-
tion during the Ca2� loading period. Aortic rings from WKY rats
(�; n�5) and SHRSPs (f; n�5), transfected with antibodies
anti–STIM-1 or anti–Orai-1, displayed reduced contraction dur-
ing the Ca2� loading period either in the presence of vehicle (A)
or after thapsigargin treatment (B). Values are expressed as
means�SEMs. *P�0.05 vs WKY rats. †P�0.05 vs DMSO.
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STIM-1 antibody transfection decreased contractile responses
during the Ca2� loading period in SHRSP aortas, whereas
only a small reduction was observed in vessels from WKY
rats (Figure 3B). Empty Chariot or incubation of vessels with
all of the reagents used in the Chariot protocol except
antibodies, as well as the addition of a nonspecific antibody
(antimouse IgG) to the empty Chariot, were used as addi-
tional controls and did not produce any significant effects.
We speculate that increased CRAC channel activation in
aortas from hypertensive rats, through mechanisms dependent
on STIM-1 and Orai-1 activation, results in exacerbated
extracellular Ca2� influx and augmented spontaneous tone on
the depletion of intracellular Ca2� stores.

Intracellular Ca2� Stores Depletion
The functional capacity of the SR to release Ca2� was
evaluated by placing the aortas in Ca2�-free buffer for 2
minutes and by stimulation with caffeine (20 mmol/L). As
observed in Figure 4A, SHRSP aortas displayed increased
caffeine-induced contractions compared with WKY rats.
CRAC channel blockade with 2-APB and Gd3� during the
Ca2�-loading period reduced contractions induced by caf-
feine, both in WKY rats and SHRSPs. On thapsigargin
incubation, caffeine-induced contractions were already re-
duced compared with those in vehicle-treated vessels, but still
greater in SHRSP aortas, confirming that inhibition of the SR
Ca2�-ATPase activity decreases intracellular Ca2� storage.
Caffeine-induced contractions were further reduced in aortas
from both groups on CRAC channel blockade. Treatment
with 2-APB and Gd3� practically abolished contractions in

both groups (Figure 4B). These results confirm that CRAC
channel activation contributes to SR Ca2� loading.

Figure 5A shows that transfection of Orai-1 or STIM-1
antibodies decreased the SR Ca2� loading capacity, resulting
in smaller transient contractions to caffeine in both groups.
Furthermore, differences in caffeine-induced contractions
between aortas from WKY rats and SHRSPs were abolished
after transfection of Orai-1 or STIM-1 antibodies. On thap-
sigargin incubation, caffeine-induced contractions were de-
creased in vessels from SHRSPs and WKY rats, and no
differences were found among the groups (Figure 5B). In this
condition, transfection of Orai-1 or STIM-1 antibodies had no
further effects. These data reinforce the suggestion that
STIM-1 and Orai-1 activation is important during the SR
Ca2� reloading period and indicate that aortas from hyper-
tensive rats display increased activation of STIM-1 and
Orai-1–related pathways.

STIM-1 and Orai-1 Expression
Aortas from SHRSPs exhibited increased protein levels of
STIM-1 (1.61�0.14) and Orai-1 (1.23�0.06) compared with
WKY rats (Figure 6A-B). In addition, STIM-1 and Orai-1
mRNA levels were augmented in aortas from SHRSPs
(1.25�0.1 and 1.69�0.3, respectively) compared with WKY
rats (Figure 6C and 6D). Immunohistochemistry analysis
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Figure 4. CRAC channels contribute to the SR Ca2� loading.
Caffeine-induced contractions after loading of intracellular Ca2�

stores are prevented by CRAC channel blockade, both in aortas
from WKY rats and SHRSPs. Aortic rings from WKY (�; n�6)
and SHRSPs (f; n�6) were made to contract in response to
caffeine in the absence (A) or presence (B) of thapsigargin
(10 �mol/L), after a depletion and reloading cycle, as described
in Figure 1. Values are expressed as means�SEM. *P�0.05 vs
WKY rats. † P�0.05 vs DMSO.
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Figure 5. STIM-1 and Orai-1 contribute to the SR Ca2� loading.
Neutralizing antibodies against STIM-1 and Orai-1, delivered
with the Chariot technique, partially prevent contraction in
response to caffeine after loading of intracellular Ca2� stores. In
the presence of vehicle (A) or after thapsigargin treatment (B),
aortic rings from WKY rats (�; n�5) and SHRSPs (f; n�5) sub-
mitted to anti–STIM-1 or anti-Orai-1 transfection, displayed
reduced contractions to caffeine after a depletion and reloading
cycle, as described in Figure 1. Differences between SHRSPs
and WKY rats were abolished after antibody transfection. Values
are expressed as means�SEMs. *P�0.05 vs WKY. †P�0.05 vs
DMSO.
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confirmed increased expression of STIM-1, but not Orai-1, in
aortas from SHRSPs in comparison with WKY rats (Figure 6E).

Discussion
In smooth muscle, the activation of SOC entry is key to
mediating long-term cytosolic Ca2� signals and replenishing
intracellular Ca2� stores.6,27,28 In many cell types, SOC entry
carries a highly Ca2�-selective, nonvoltage-gated, inwardly
rectifying current termed the “CRAC current.”7,27,28 A defect
in the regulation of Ca2� plays a role in the increased vascular
reactivity in hypertension. The cellular mechanisms involved
in abnormal Ca2� handling in VSMCs are numerous and
include increased Ca2� entry, increased Ca2� storage in the
SR, or decreased Ca2� extrusion. In this article, we focused
on the possibility that increased Ca2� influx mediated by a
defective signal from intracellular Ca2� stores contributes to
abnormal vascular reactivity in hypertension. Increased acti-
vation of CRAC/Orai-1, through the Ca2� sensor STIM-1,
plays a role in augmented reactivity in aortas from hyperten-
sive animals.

Augmented Ca2� levels in SMCs from spontaneously
hypertensive rats29 can be attributed to an increase in the
amount of Ca2� in the SR, which may contribute to enhanced
vascular tone through Ca2�-release mechanisms. Differences
in SR Ca2� levels in arteries from hypertensive and normo-
tensive rats include various possibilities. First, it is possible
that augmented Ca2� uptake through the SR Ca2�-ATPase–
dependent mechanisms contributes to an increased Ca2�

store. Accordingly, Levitsky et al30 showed higher expression
of the SR Ca2�-ATPase 2a and 2b isoforms in VSMCs from

SHRs, which may account for the increased responses to
thapsigargin and enhanced Ca2� stores in vascular myocytes
from these animals. Furthermore, Cortes et al19 have shown
that, in Ca2�-free medium, Ca2� release induced by thapsi-
gargin, which represents Ca2� release from SR/ER, was 2
times higher in rat aortic SMCs from SHRs than in those from
WKY rats.29 These data show that the thapsigargin-sensitive
pool is greater in SHRs than in WKY rats. Second, alterations
in Ca2� storage proteins, such as calsequestrin and calreticu-
lin, may also contribute to increased SR Ca2� levels. Ca2�

storage proteins, characterized by high Ca2�-binding capac-
ity, keep high concentrations of Ca2� inside the SR/ER. On
inositol triphosphate stimulus, eg, Ca2� is unbound from
Ca2� storage proteins and released to the cytoplasm.31 Fur-
thermore, calreticulin is elevated in peripheral maternal blood
during preeclampsia in humans,32 and cardiac hypertrophy
causes alterations in the SR Ca2�-storing proteins, a mecha-
nism that may contribute to the contractile dysfunction of
hypertrophied cardiac myocytes.33 A correlation between
increased levels of calreticulin/calsequestrin and increased
risk of adult heart disease has also been established.34 A third
mechanism is represented by alterations in the Ca2� ER
sensor, STIM-1, which modulates/activates Ca2� entry. SOC
entry in SMCs involves functional STIM-1 proteins, which,
on activation, translocate to plasma membrane domains and
activate Ca2� entry, similarly to what has been described in
other tissues.35–37

Recent literature has identified STIM and Orai proteins as
key signaling players in the activation of SOC in a number of
inflammatory cell types. Orai-1 protein fulfills all of the
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criteria of being the SOC moiety itself.11,13,14,38–41 In addi-
tion, combined expression of STIM-1 and Orai-1 resulted in
a huge gain of SOC function and indicates that the 2 proteins
are likely sufficient to mediate the operation of SOCs.13,14,38,39 Peel
et al42 showed that Orai-1 small interfering RNA transfection
on whole airway SMCs blocks inward currents initiated by
Ca2� store depletion. They found a similar result by using
inhibitors of SOC Ca2� influx, including 2-APB, Gd3�, and
lanthanum. In addition, mutations in Orai-1 also result in
significant changes to the electrophysiology properties of
CRAC current, rendering the current less Ca2� selective with
outward rectification.11 Such studies have provided evidence
for the theory that Orai-1 forms the pore-forming subunits of
the CRAC channel. Orai-1 and STIM-1 may also contribute
to the function of other SOC channels.43 In this sense, Orai-1
has been reported to interact with the TRPC1 channel and
forms a ternary complex along with STIM-1 in the plasma
membrane.44,45 Nailing down the identity of both the sensor
and the channel itself has created new possibilities in the
Ca2� signaling field.

Considering that defects in Ca2� handling in VSMCs are
among the candidate cellular mechanisms for the pathogen-
esis of hypertension, STIM-1/Orai-1 represent important
components to the intracellular Ca2� regulation, and STIM-
1/Orai activation in VSMCs from hypertensive animals has
not been addressed, we hypothesized that increased activation
of CRAC/Orai-1, through the Ca2� sensor STIM-1, plays a
role in augmented reactivity in aortas from hypertensive
animals. As evidenced by our results, CRAC channel activa-
tion is increased in aortas from SHRSPs by mechanisms
dependent on STIM-1 and Orai-1 activation, resulting in
augmented extracellular Ca2� influx, inferred from sponta-
neous enhancement in contractile function.

We described previously that aortas from SHRSPs dis-
played increased force development during the Ca2�-loading
period on the depletion of intracellular Ca2� stores.22 The SR
Ca2� store is larger in aortas from SHRSPs because of an
enhanced influx of Ca2� across the sarcolemma rather than an
impaired recycling of the cation by the SR Ca2�-ATPase.42

This study shows that prevention of STIM-1 activation by
neutralizing antibodies prevents contractions induced by
Ca2� influx during the Ca2� loading period. Neutralization of
Orai-1 also decreased Ca2� influx, as indicated by our
functional experiments. Furthermore, thapsigargin-mediated
vascular Ca2� influx was greatly reduced by transfection of
STIM-1 and Orai-1 antibodies compared with that in negative
transfected aortas.

2-APB, a nonselective blocker, and Gd3�, a selective and
irreversible blocker of CRAC channels, were used to inhibit
SOC entry.46 2-APB and Gd3� inhibited Ca2� entry, as
evidenced by inhibition of contractile responses, in aortas
from WKY rats and SHRSPs. The differences in spontaneous
tone development during the Ca2�-loading period between
the groups were abolished after CRAC channel blockade.
These results demonstrate that CRAC channels represent an
important pathway for Ca2� entry and that CRAC activation
is enhanced in aortas from SHRSPs compared with that in
WKY rats.

Possible mechanisms associated with an abnormal function
of the Ca2� sensor STIM-1 and CRAC channels include
increased expression or activity of these proteins, defective
activation of the sensor by Ca2�, or augmented activation/
decreased inactivation of CRAC channels. In this study, we
have observed that aortas from SHRSPs display increased
expression of both STIM-1 and Orai-1. Although it is
possible that increased protein levels may account for the
increased functional contractile responses observed after
intracellular Ca2� depletion, other mechanisms may need to
be taken into consideration.

Perspectives
Most of the work related to the characterization of STIM-1
and Orai-1 was performed in lymphocytes and T cells. A
mutation in Orai-1 was observed in patients with severe
combined immune deficiency, resulting in abrogated CRAC
channel function.10 The effect of the mutation in the Orai-1
was not reverted by overexpression of Orai-2 or Orai-3. This
important article showed that alterations in Orai-1 are related
to pathophysiological conditions and called the attention of
pharmaceutical companies that have begun to investigate
CRAC channel blockers as an option to reduce the toxicity of
immunosuppressant drugs, such as cyclosporine A.40,47 Here
we show for the first time that STIM-1 and Orai-1 proteins
are upregulated in vessels from hypertensive animals. Func-
tional upregulation of SOC in vessels from SHRSPs was
confirmed both by pharmacological and molecular ap-
proaches. CRAC channel inhibitors may represent a new
therapeutic approach to treat vascular dysfunction or to
prevent end-organ damage associated with arterial
hypertension.
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A B S T R A C T

Sex-associated differences in hypertension have been observed repeatedly in epidemiological
studies; however, the mechanisms conferring vascular protection to females are not totally
elucidated. Sex-related differences in intracellular Ca2+ handling or, more specifically, in
mechanisms that regulate Ca2+ entry into vascular smooth muscle cells have been identified as
players in sex-related differences in hypertension-associated vascular dysfunction. Recently, new
signalling components that regulate Ca2+ influx, in conditions of intracellular store depletion, were
identified: STIM1 (stromal interaction molecule 1), which works as an intracellular Ca2+ sensor;
and Orai1, which is a component of the CRAC (Ca2+ release-activated Ca2+) channels. Together,
these proteins reconstitute store-operated Ca2+ channel function. Disturbances in STIM1/Orai1
signalling have been implicated in pathophysiological conditions, including hypertension. In the
present article, we analyse evidence for sex-related differences in Ca2+ handling and propose a new
hypothesis where sex-related differences in STIM/Orai signalling may contribute to hypertension-
associated vascular differences between male and female subjects.

INTRODUCTION

Defective regulation of intracellular Ca2+ is a hallmark of
hypertension-associated vascular dysfunction and plays
a key role in the augmented vascular reactivity, character-
istic of clinical and experimental hypertension. The recent
identification of new signalling components linking
intracellular Ca2+ stores to plasma membrane Ca2+ entry
has brought a new insight into the understanding of Ca2+

homoeostasis. STIM1 (stromal interaction molecule 1)
is the Ca2+ sensor protein that triggers Ca2+ influx in
response to Ca2+ store depletion, whereas Orai is an
essential component of CRAC (Ca2+ release-activated
Ca2+) channels. Although research on STIM1/Orai

signalling is entering an exponential phase of growth, the
role of these proteins in vascular dysfunction is unknown.

Mechanisms contributing to hypertension and its
associated end-organ dysfunction are differentially
regulated in males and females. Critical sex differences
are observed in the intrinsic vascular mechanisms that
regulate total peripheral resistance, namely that gonadally
intact females display less vascular dysfunction associated
with experimental hypertension [1–6], compared with
gonadally intact males. Although the existence of sex
differences in vascular Ca2+ handling is well established
[7–10], no studies have addressed differences in vascular
STIM1/Orai signalling in male and female hypertensive
animals.

Key words: hypertension, Orai, sex difference, stromal interaction molecule (STIM).
Abbreviations: CRAC, Ca2+ release-activated Ca2+; ER, endoplasmic reticulum; ICRAC, CRAC current; SHR, spontaneously
hypertensive rats; SHRSP, stroke-prone SHR; SOCE, store-operated Ca2+ entry; SR, sarcoplasmic reticulum; STIM, stromal
interaction molecule; VSMC, vascular smooth muscle cell; WKY, Wistar–Kyoto.
Correspondence: Dr Fernanda R.C. Giachini (email: fgiachini@mcg.edu).
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Given the importance of STIM1/Orai signalling
in intracellular Ca2+ homoeostasis, it seems plausible
that increased activation of STIM1/Orai contributes
to increased vascular contraction in the vasculature of
hypertensive animals.

In the present article, we will review evidence
supporting these hypotheses. First, we will address the
participation of STIM1 and Orai1 on Ca2+-handling
mechanisms during physiological conditions, as well as
in hypertension. Then, we will focus on how alteration
of STIM1/Orai signalling contributes to differences
in Ca2+ handling, and how this impairment may
contribute to sex-related differences in vascular function
in hypertension.

STIM1/ORAI1 PATHWAY REPRESENTS A KEY
Ca2+-HANDLING MECHANISM

Nearly all cell types depend on cytoplasmic Ca2+ signals
to trigger specific responses [11]. Upon stimulation, most
excitable cells display a biphasic increase in cytosolic Ca2+

concentrations. The initial transient increase is due to
Ca2+ release from intracellular stores, e.g. Ins(1,4,5)P3-
mediated release of ER (endoplasmic reticulum) Ca2+,
whereas the subsequent prolonged increase requires
extracellular Ca2+ influx through various pathways.
Upon depletion of Ca2+ from the ER, Ca2+ channels
are activated in the plasma membrane to refill internal
Ca2+ stores. This mechanism, by which the ER acts as a
capacitor, leads to the term SOCE (store-operated Ca2+

entry) [12,13]. SOCE carries a highly Ca2+-selective, non-
voltage-gated, inwardly rectifying current termed the
CRAC current or ICRAC [13,14].

The discovery of new signalling components linking
intracellular Ca2+ stores to plasma-membrane Ca2+ entry
brought a new insight into the understanding of Ca2+

homoeostasis. STIM1 was identified as a Ca2+ sensor
essential for Ca2+-store-depletion-triggered Ca2+ influx
[15,16]. Roos et al. [15] showed that knockdown of STIM
in Drosophila S2 cells significantly reduced thapsigargin-
dependent Ca2+ entry and completely suppressed ICRAC.
In addition to being an ER Ca2+ sensor, STIM1 functions
within the plasma membrane to control the operation
of the Ca2+ entry channel itself [17], and STIM1
migrates from the Ca2+ store to the plasma membrane
in conditions of store depletion [18].

It was later demonstrated that Orai1 is an essential
pore subunit of the CRAC channel [19]. Accordingly,
upon depletion of ER Ca2+ stores, STIM1 and Orai
move in a co-ordinated fashion to form closely apposed
clusters in the ER and plasma membrane [20], creating the
elementary unit of SOCE [21]. In addition, the interaction
between STIM1 and Orai1 is greatly enhanced after
thapsigargin treatment, which acts as selective inhibitor of

Figure 1 Aortas from SHRSP have augmented spontaneous
tone after depletion of Ca2+ stores
The tracings illustrate the protocol used to evaluate force in response to Ca2+

influx after depletion of intracellular Ca2+ stores (loading period). Briefly, aortic
rings from WKY rats (A and C) and SHRSP (B and D) were stimulated with
1 μmol/l PE (phenylephrine) for 15 min. Aortas were washed in Ca2+-free EGTA
buffer, in order to deplete intracellular Ca2+ stores, for 20 min. During the
depletion period, arteries were incubated with vehicle (A and B) or 1 μmol/l
thapsigargin (C and D). After Ca2+ depletion, intracellular Ca2+ stores were
loaded (loading period) by placing the aortas in 1.6 mmol/l Ca2+ buffer for
15 min. Contractile responses during the loading period, taken as a functional
measure of Ca2+ influx, were determined. The bathing medium was then replaced
with Ca2+-free buffer and, after 2 min, aortas were stimulated with caffeine (10
mmol/l), in order to deplete intracellular Ca2+ stores, which resulted in a
transient contraction. The magnitude of this last response was taken as a measure
of the functional capacity of the SR to release Ca2+ .

the ER Ca2+-ATPase, resulting in depletion of ER Ca2+

stores [22].

STIM1/Orai1 pathway alterations and
hypertension
Since a rise in [Ca2+]i (intracellular free Ca2+

concentration) is the principal process that initiates
contraction of VSMCs (vascular smooth muscle cells)
[23], the maintenance of the steady-state Ca2+ is critically
important to maintain vascular tone and, consequently,
total peripheral resistance [24]. Defective regulation of
intracellular Ca2+ plays a major role in the augmented
vascular reactivity [25]. Augmented Ca2+ levels in
VSMCs from hypertensive animals can be attributed to
various mechanisms, including increased Ca2+ release
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from intracellular stores [26], reduced Ca2+ uptake by
the SR (sarcoplasmic reticulum) [27], impaired function
of Ca2+-binding proteins [28], decreased Ca2+ extrusion
mechanisms in the plasma membrane [26], and increased
Ca2+ influx [29,30].

In the present article, we will focus on how
increased Ca2+ influx through the STIM1/Orai1 pathway
may contribute to augmented vascular reactivity in
hypertension. We have demonstrated that aortas from
SHRSP [stroke-prone SHR (spontaneously hypertensive
rats)] had increased force development during Ca2+

loading, upon depletion of intracellular Ca2+ stores [31].
The SR Ca2+ store is larger in aortas from SHRSP due
to an enhanced influx of Ca2+ across the sarcolemma,
rather than an impaired recycling of the cation by the SR
Ca2+-ATPase [32].

It has been shown that depletion of ER Ca2+ stores
induces greater SOCE activation in vascular myocytes
from SHRSP compared with that in control WKY
(Wistar–Kyoto) rats (Figure 1) [30]. This is associated
with augmented vascular contractile responses to Ca2+,
which is blocked by molecular (neutralizing antibodies
against STIM1 and Orai1) and pharmacological (2-
APB and Gd3+) inhibition of STIM1/Orai signalling.
In addition, vascular expression of STIM1 (Figure 2)
and Orai proteins is increased in SHRSP compared with
WKY rats. Thus augmented STIM1/Orai signalling may
represent a mechanism leading to impaired control of
intracellular Ca2+ in hypertension.

The microvasculature network plays an important
role in blood pressure control. During hypertension, the
microvasculature displays both functional and structural
changes that have been implicated in the augmented
peripheral resistance. Additionally, the microvasculature
displays myogenic activity in response to increases in
blood pressure. It seems likely that increased activation
of the STIM1/Orai1 pathway can be a contributor
of vascular dysfunction during hypertension. Therefore
studies addressing the STIM1/Orai1 pathway in the
microvasculature represent an exciting topic that should
be carefully evaluated.

SEX DIFFERENCES IN HYPERTENSION

Blood pressure is higher in men than in age-matched
women, and there is a lower incidence of hypertension
in pre-menopausal women than men [33–36]. Although
sex-associated differences during hypertension have been
repeatedly observed in epidemiological studies, the
mechanisms for sex differences in blood pressure control
are not totally elucidated.

Additionally, because Ca2+ triggers VSMC function
and its regulation is highly controlled, differences
in Ca2+-handling mechanisms have been proposed to

explain sex-related differences in vascular function during
hypertension [37], as will be discussed.

Sex differences in hypertension and Ca2+

handling by vascular myocytes
Although sex-associated differences in hypertension are
well established, with important differences in the neural,
renal and vascular mechanisms associated with blood
pressure homoeostasis, the mechanisms that determine
differences in blood pressure control in males and
females are not totally elucidated. Considering that sex-
related differences in mechanisms that regulate Ca2+

entry and storage in VSMCs have been identified,
differential Ca2+ handling in VSMCs from males and
females may explain sex-related differences in vascular
function in hypertension [37]. Accordingly, in aorta from
both normotensive and female SHR, Ca2+ influx upon
contractile stimuli is decreased compared with that in
male SHR [10]. In addition, VSMCs from female rats
have reduced Ca2+ entry and decreased depolarization-
induced Ca2+ levels compared with those in males [8].
Differences in intracellular Ca2+ increases in VSMCs
from male and female SHR are abolished in the absence
of extracellular Ca2+ [37–39].

Since augmented STIM1/Orai function may represent
one mechanism that contributes to abnormal Ca2+ in
VSMCs, we hypothesize that vascular protection in
hypertensive females reflects an attenuated signalling
through STIM1/Orai in vascular myocytes from
hypertensive females (Figure 3).

In agreement with this hypothesis, we have shown
that, upon store depletion, force development during
Ca2+ loading period is augmented in aortas from male
SHRSP compared with female SHRSP [40]. Interestingly,
pharmacological blockade of the CRAC channel is able
to abolish sex differences in spontaneous contractions
during the Ca2+ loading period [40]. Additionally, after
store depletion, neutralizing antibodies against STIM1
and Orai1 abolish sex-related differences in spontaneous
contractions.

Considering that the female sex hormones oestrogen
and progesterone have protective effects in the
cardiovascular system [41,42], it will be interesting to
determine whether sex steroids modulate STIM1/Orai1
activity/expression. In addition, studies showing whether
the effects of sex steroids on this pathway are genomic or
non-genomic will help to provide a better understanding
of the mechanisms associated with female vascular
protection. It is possible that augmented STIM1/Orai
signalling represents a mechanism for the increased
activation of Ca2+-dependent signalling pathways in
arteries from hypertensive animals. Identification of the
mechanisms leading to sex differences in hypertension
may uncover a regulatory mechanism that may be used
to confer cardiovascular protection.
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Figure 2 SHRSP have increased vascular expression of STIM-1
Immunocytochemistry for STIM1 was performed in cultured rat aorta VSMCs plated on glass coverslips (5000 cells/cm2). After 24 h in serum-free medium, cells
were washed, fixed in 4 % paraformaldehyde for 10 min, permeabilized (0.1 % Nonidet P40) and incubated in blocking buffer [1 % (w/v) BSA in PBS] for 30 min
at room temperature (25 ◦C). Cells were incubated with the primary antibodies rabbit anti-STIM (1:100 dilution; ProSci) for 1 h at 37 ◦C and counterstained
with a FITC-conjugated anti-(rabbit IgG) secondary antibody (1:500 dilution; Jackson Immunochemistry) at 4 ◦C overnight. Cells were then incubated with 5 μl/ml
4′ ,6-diamidino-2-phenyindole (DAP; Sigma) for 20 min to detect nuclei. Coverslips were mounted, and labelled cells were examined using a Zeiss microscope and
software.

Figure 3 Putative mechanism by which augmented STIM-1/Orai1 signalling contributes to abnormal Ca2+ homoeostasis in
vascular myocytes
We hypothesized that, compared with females, arteries from male subjects have increased activation of STIM1/Orai1 (highlighted in the circles). In conditions of
depletion or decrease of intracellular Ca2+ stores, STIM1 is activated, resulting in the dimerization of Orai1 and the formation of CRAC channels. Ca2+ influx,
which is increased in VSMCs from hypertensive males compared with hypertensive females, is stimulated via STIM1 and CRAC channels (Orai1). Therefore arteries from
hypertensive male subjects have increased Ca2+ influx. SR Ca2+-ATPase is activated and the intracellular Ca2+ stores are refilled. However, the SR in VSMCs of female
and male hypertensive subjects have similar buffering capacity. Consequently, arteries from hypertensive male subjects have increased free cytosolic Ca2+ , which can
lead to increased vascular contraction. G, G-protein; GPCR, G-protein-coupled receptor; IP3 , Ins(1,4,5)P3 ; PIP2 , PtdIns(4,5)P2 ; PLC, phospholipase C; PM, plasma
membrane; TYR, receptor tyrosine kinase.
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